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Abstract 
The growing environmental awareness, the associated costs and the need to decrease dependence on 
fossil fuels, has led to the development of technologies using renewable sources. In this sense, the 
biological production of hydrogen (bioH2) has been identified as a good alternative. Among various 
biological processes, the anaerobic fermentation have the advantage of being able to use industrial 
waste, as a substrate, making them attractive from the economic and environmental point of view. 
In this work, a dark fermentation process for hydrogen production has been developed using agro-
industrial wastes, as substrate, with its simultaneous valorization. The wastes selected to this study were 
Jatropha curcas seed cake obtained after mechanical oil extraction (seed cake M and MS), cork in 
different states and provenance (cork powder and cork AT and DT), effluents from Sofalca and Milupa 
factories and microalgal biomass (Nannochloropsis sp.). 
Initially, in order to establish and optimize operating and physical-chemical process conditions, the 
effect of influent parameters such as, inoculation and collecting of gas phase, methodologies, were 
evaluated. 
In the best established conditions, substrates which led to the higher H2 production yields were selected 
in order to study the equilibrium time of the system and the bioH2 production rate. The effects of 
pretreatments on the substrate, its initial concentration and biogas purity (H2/CO2), were also studied 
In general, the results showed that the strain of the bacteria used in this work was efficient in the 
conversion of the all complex substrates, except for the effluent from the Sofalca plant and the cork AT, 
for which no biogas (H2 + CO2) production occurred. For the other substrates H2 production yields 
between 38 and 64 mLH2/gSVSubstrate have been achieved for an initial substrate concentration of 2.5 
gSVSubstrate / LFermentation medium. 
Considering the application of different pretreatments on substrates, the effect of residual oil extraction 
from seed cake M by hexane (seed cake MS) should be stressed therefore led to an increase of the 
process yield from 59.2 to 64.1 mLH2/gSVSubstrate. 
Globally, higher hydrogen production was observed by increasing initial substrate concentration from 
2.5 to 10 gSVSubstrate/LFermentation medium, with more relevance to the seed cake MS (35%). However, it was 
observed a large decrease in of process yields, especially to the cork DT substrate (about 80%), 
suggesting the presence of the toxic compounds and subsequent inhibition of biological conversion. 
The most promising results were obtained for the following organic residues, as substrates: seed cake 
MS not submitted to thermal pretreatment (64.1 mL H2/gSVSubstrate), seed cake M submitted to thermal 
pretreatment (61,6 mL H2/gSVSubstrate) and microalgal biomass submitted or not to previous thermal 
pretreatment (about 60.5 mL H2/gSVSubstrate). 
 
Keywords: biohydrogen, Enterobacter aerogenes, dark fermentation, Jatropha curcas seed cake, 
cork biomass, microalgal biomass 
 
 
Resumo  
A crescente consciencialização ambiental, os custos associados e a necessidade de diminuição da 
dependência de fontes fósseis, têm conduzido ao desenvolvimento de tecnologias de aplicação de fontes 
renováveis. Nesse sentido, a produção biológica de hidrogénio (bioH2) tem sido apontada como uma boa 
alternativa. Entre os vários processos biológicos que têm vindo a ser desenvolvidos, os fermentativos 
  
 
apresentam a vantagem de poder utilizar resíduos industriais, como substrato, tornando-os atractivos do 
ponto de vista ambiental e económico. 
Neste trabalho, desenvolveu-se um processo microbiológico anaeróbio de produção de hidrogénio, a 
partir de diferentes fontes de carbono, com valorização simultânea de resíduos agro-industriais 
complexos. Nomeadamente, bagaço obtido da extracção mecânica de óleo de sementes de Jatropha 
curcas (bagaço M e MS), cortiça em diferentes estados e com diferentes proveniências (cortiça em pó, 
AT e DT), efluentes provenientes das fábricas Sofalca e Milupa e biomassa microalgal seca 
(microalgas da espécie Nannochloropsis sp.). 
Assim, inicialmente estudou-se o efeito de parâmetros de influência no processo, como metodologias de 
inoculação do meio de fermentação e de recolha de fase gasosa produzida para análise.  
Com base nas melhores condições definidas, seleccionaram-se os substratos que conduziram aos 
melhores resultados, para sobre eles fazer incidir estudos como a determinação do tempo de equilíbrio 
do sistema e a velocidade da produção de bioH2. Os efeitos da aplicação de pré-tratamentos aos 
substratos e da sua concentração inicial, sobre os rendimentos do processo e sobre o grau de pureza do 
biogás produzido (H2/CO2), foram igualmente avaliados.  
Os resultados obtidos mostram que, no geral, a estirpe bacteriana utilizada neste trabalho foi eficiente 
na conversão biológica dos resíduos agro-industriais testados em bioH2, com excepção para o efluente 
da fábrica Sofalca e para a cortiça AT, para os quais não ocorreu produção de biogás (H2+CO2). Para 
os restantes substratos registaram-se rendimentos entre 38 e 64 mLH2/gSVSubstrato, para concentrações 
iniciais de 2,5 gSVSubstrato/LMeio fermentação. 
Da aplicação de vários pré-tratamentos sobre os substratos destaca-se o efeito da extracção, por 
hexano, do óleo ainda presente no bagaço (bagaço MS), pois conduziu a um incremento dos 
rendimentos de 59,2 para 64,1 mLH2/gSVSubstrato.  
Em termos de velocidade de produção de bioH2, o bagaço M e a biomassa microalgal conduziram a 
perfis de produção muito semelhantes (1,5 mL/h). 
No geral, o aumento da concentração inicial de substrato de 2,5 para 10 gSVSubstrato/LMeio fermentação, 
conduziu a um volume superior de bioH2 produzido, com maior relevância para o bagaço MS (35%). 
Contrariamente, observou-se uma descida abrupta dos rendimentos do processo, em especial para a 
cortiça DT (cerca de 80%), o que tornou reveladora a presença de compostos inibidores do processo 
biológico, nesses substratos.Os rendimentos mais promissores do processo, foram obtidos para o 
bagaço MS, sem aplicação de pré-tratamento térmico (64,1 mL H2/gSVSubstrato), para o bagaço M 
submetido a pré-tratamento térmico (60,7 mL H2/gSVSubstrato) e para a biomassa microalgal com ou sem 
autoclavagem prévia (cerca de 60,5 mL H2/gSVSubstrato). 
 
 
Palavras-chave: biohidrogénio, Enterobacter aerogenes, dark fermentation, bagaço de Jatropha 
curcas, cortiça, microalgas 
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Valorização de resíduos agro-industriais para a produção biológica de hidrogénio 
Rafaela Lourenço      1 
1. Revisão da literatura 
1.1 Panorama energético – Breve abordagem 
O consumo global de energia assenta essencialmente sobre dois tipos de fontes de energia: os 
combustíveis fósseis e as energias renováveis. Actualmente, a grande fatia dos consumos energéticos 
recai sobre os combustíveis fósseis. Contudo, a crescente consciencialização ambiental, os custos 
associados e a necessidade da diminuição da dependência de utilização de fontes fósseis, tem conduzido 
ao desenvolvimento de tecnologias de aplicação de fontes renováveis. 
 
1.1.1 Combustíveis fósseis 
As três fontes de energia provenientes dos combustíveis fósseis são o petróleo, o gás natural e o carvão. 
Em questões ambientais, a queima destes combustíveis promove a emissão de poluentes para a 
atmosfera, tais como COx, NOx, SOx, CxHx, cinzas, alcatrão e outros componentes, os quais por sua vez 
contribuem para intensificar o efeito de estufa, a produção de chuvas ácidas e a ocorrência de outros 
fenómenos que conduzem a alterações climáticas do planeta. 
Do ponto de vista financeiro, o aumento do preço do petróleo e dos seus subprodutos, devido à 
diminuição das reservas existentes e aos confrontos políticos nos países exportadores, tem levado a uma 
quebra acentuada no poder económico dos países importadores destes produtos. 
Em 2011, o consumo de petróleo a nível mundial aumentou cerca de 1,3%, enquanto o consumo de gás 
natural e de carvão aumentaram, respectivamente 2,2% e 5,4%, face a valores de 2010. Do total de 
energia consumida, a percentagem correspondente a combustíveis fósseis foi de 87% (BP Statistical 
Review of World Energy, 2012). 
 
1.1.2 Energias renováveis 
Uma energia renovável é toda aquela que é obtida a partir de uma fonte cuja origem é natural e ilimitada 
(renovável). As fontes energéticas disponíveis e mais amplamente estudadas são o sol, o vento, a água e 
a biomassa. As reservas de cada uma destas fontes são consideradas infinitas, mas dependentes de 
ciclos e/ou variações temporais associados à sua origem. 
As vantagens de aplicação dessas fontes, para fins energéticos, assentam no facto da sua utilização 
contribuir para uma redução da emissão de gases poluentes para a atmosfera, de se encontrarem em 
meios naturais locais e de melhorarem a qualidade ambiental. A tudo isso acresce ainda a possibilidade 
de diminuição da necessidade da importação de energia. 
Até à data, as energias renováveis mais amplamente estudadas, inclusive já com aplicação a situações 
reais, são: a energia solar, a eólica, a hídrica, a geotérmica e a energia da biomassa, por processos 
físico-químicos ou biológicos. A produção global de energia renovável varia de acordo com a 
proveniência das fontes correspondendo, em 2011, a apenas 2,5 % do consumo energético total (BP 
Statistical Review of World Energy, 2012). 
 
Em termos legais a Directiva Europeia n.º 2009/28/CE, de 23 de Abril, estabelece metas obrigatórias de 
incorporação de energia proveniente de fontes renováveis, no sector energético, até 2020. No que 
respeita ao sector dos transportes essa cota corresponde a 10% do consumo final de energia (Directiva 
Europeia 2009/28/CE; Decreto-Lei n.º 117/2010, de 25 de Outubro), devendo ser conseguida pela 
utilização de biocombustíveis e outros combustíveis renováveis.  
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Considerando os objectivos legais e tendo em conta, como é do conhecimento geral, que o sector dos 
transportes é responsável pela maior percentagem de utilização de combustíveis fósseis líquidos, torna-
se sem dúvida crucial a substituição total ou parcial da gasolina e/ou do gasóleo por vectores 
energéticos renováveis (Hallenbeck, 2009). 
No âmbito das energias renováveis, o desenvolvimento de processos de produção de energia a partir de 
biomassa de baixo custo tem vindo a aumentar, nomeadamente para a obtenção de bioetanol, de 
biodiesel e de biohidrogénio. Embora, no presente, o bioetanol e o biodiesel sejam os biocombustíveis 
mais estudados e desenvolvidos, o hidrogénio tem sido apontado como a solução mais viável a longo 
prazo (Lo et al., 2008). 
 
1.2 Hidrogénio 
O hidrogénio (H2) é referido por muitos autores como o vector energético do futuro. Esta popularidade 
deve-se ao facto do hidrogénio ser o elemento mais abundante no universo, representando 
aproximadamente ¾ da constituição de toda a matéria. De facto, a presença de H2 na atmosfera e na 
superfície terrestre corresponde a cerca de 0,07% e 0,14%, respectivamente, da sua composição global 
(Das e Veziroglu, 2001).  
Em termos físico-químicos, o H2 é o elemento mais leve e menos denso da tabela periódica, com uma 
massa volúmica de 0,09 g/m
3
, em comparação com o ar, cujo valor é de 1,2 g/m
3
. 
O hidrogénio apresenta o valor mais elevado de energia por massa (142 kJ/g), em comparação com 
outras fontes energéticas conhecidas como a madeira (15 kJ/g) e o gás natural (54 kJ/g) (Das e 
Veziroglu, 2001). Actualmente, embora com algumas adaptações, o transporte e o armazenamento de 
H2 podem ser efectuados através da rede tradicional de transporte de gás natural.  
Sendo considerado como um vector de energia limpa, tendo em conta que o único produto resultante da 
sua oxidação é a água, consiste numa interessante via de utilização complementar ou, em algumas 
situações, alternativa aos combustíveis fósseis. De facto, o hidrogénio pode ser aplicado para diversos 
fins, tais como em motores de combustão interna, na produção de células de combustível e em processos 
industriais de hidrogenação. A nível mundial, destacam-se os sectores da indústria e da agricultura 
como os principais consumidores de H2 (Das e Veziroglu, 2008). 
Entre os vários processos convencionais de produção de hidrogénio, o steam reforming do gás natural 
(90%), o craque térmico do petróleo, a gaseificação de carvão e de hidrocarbonetos e a electrólise da 
água são alguns dos mais utilizados. No entanto, a aplicação destes processos implica gastos 
energéticos elevados (condições agressivas de pressão e temperatura) e a maioria são prejudiciais ao 
ambiente devido à emissão de gases com efeito estufa. Com vista a minimizar esses efeitos, vários 
processos de produção de hidrogénio com recurso a energias renováveis têm vindo a ser desenvolvidos. 
De entre estes, os biológicos são os que têm suscitado maior interesse, dado ocorrem em condições de 
temperatura ambiente e pressão atmosférica e não serem poluentes (Kapdan e Kargi, 2006; Nath e Das, 
2004) 
 
1.2.1 Produção biológica de hidrogénio (bioH2). 
A produção biológica de hidrogénio tem revelado ser uma alternativa viável aos métodos convencionais 
de produção de hidrogénio já referidos. Esses processos incluem maioritariamente a produção de 
hidrogénio fotossintética e fermentativa. 
Assim, a produção biológica de hidrogénio resulta da actividade de microrganismos (microalgas, 
cianobactérias, bactérias fotofermentativas ou fermentativas) através da degradação de hidratos de 
carbono como substrato, os quais podem estar presentes em resíduos agro-industriais ou noutros 
subprodutos orgânicos de processos industriais. . De acordo com um desenvolvimento sustentável e com 
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a questão da diminuição de resíduos, a produção de biohidrogénio a partir de fontes renováveis tem, nos 
últimos anos, recebido considerável atenção por parte dos investigadores (Kapdan e Kargi, 2006). A 
produção biológica de H2 está associada ao metabolismo de microrganismos como. 
 
Os processos de produção biológica de H2 podem dividir-se em três grandes grupos: 
a) Biofotólise da água, levada a cabo por algas e cianobactérias; 
b) Fotofermentação, levada a cabo por bactérias fotossintéticas; 
c) Produção fermentativa, que engloba a fermentação anaeróbia no escuro ou dark fermentation, 
levada a cabo por bactérias anaeróbias estritas ou facultativas, e os sistemas híbridos, com a 
integração de processos. 
 
De seguida apresenta-se uma breve descrição de cada um desses processos. 
a) Biofotólise da água (algas ou cianobactérias) 
Por este processo, as algas verdes (autotróficas) e as cianobactérias (algas autotróficas verde azuladas) 
convertem água em iões hidrogénio e oxigénio – por via directa (biofotólise directa) e indirecta 
(biofotólise indirecta), respectivamente. 
Através da biofotólise directa, os iões H
+
 gerados são convertidos em hidrogénio por acção da enzima 
hidrogenase (Kapdan e Kargi, 2006) (equação (1)), significando este desempenho que, através da 
captura de energia solar (fotões), os microrganismos autotróficos têm a capacidade de produzir oxigénio 
e hidrogénio (Das e Veziroglu, 2008). Dentro deste grupo de algas produtoras de hidrogénio, as espécies 
Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus obliquus, Chlorococum littorale e Playtmonas 
subcordiformis, são as mais conhecidas.  
222 22 OHsolarluzOH   (1) 
 
Foi também demonstrado que a estirpe da cianobactéria Anabaena sp. produz hidrogénio, por 
biofotólise indirecta, quando exposta a níveis elevados de radiação e em atmosfera gasosa contendo ar, 
dióxido de carbono e azoto (equações (2) e (3)) (Das e Veziroglu, 2008; Kapdan e Kargi, 2006). 
2612622 666 OOHCsolarluzCOOH   (2) 
2226126 61266 COHsolarluzOHOHC   (3) 
 
A produção de hidrogénio a partir de algas e cianobactérias pode ser considerada como um método 
económico e sustentável quer em termos de utilização de água como fonte de energia renovável quer de 
consumo de dióxido de carbono. Contudo, a inibição da enzima hidrogenase pelo oxigénio, os baixos 
valores de produção de hidrogénio e a não utilização de resíduos são os principais aspectos negativos 
para a aplicação deste processo (Kapdan e Kargi, 2006).  
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b) Fotofermentação (bactérias fotofermentativas) 
A produção de hidrogénio pelas bactérias fotofermentativas deve-se principalmente à acção da enzima 
nitrogenase, sob condições de ausência de azoto, utilizando a luz solar e compostos orgânicos (ácidos 
orgânicos) (equação(4)). 
2223 242 COHsolarluzOHCOOHCH   (4) 
 
Uma vantagem associada a este processo é a possibilidade de diminuição da carga orgânica de um 
efluente, por abaixamento do seu conteúdo em Carbono Orgânico Total (TOC), dada a capacidade que 
as bactéricas fotofermentativas exibem para converter uma vasta gama de resíduos orgânicos de baixo 
custo (hidratos de carbono, ácidos gordos, álcoois, resíduos orgânicos) em hidrogénio, apenas por acção 
da luz (Das e Veziroglu, 2008). 
 
c) Fermentação anaeróbia no escuro ou dark fermentation (bactérias anaeróbias estritas 
ou facultativas) 
Uma das principais vantagens da produção de hidrogénio por fermentação anaeróbia reside na 
possibilidade de utilização, como substrato, de resíduos cuja composição seja bastante complexa (ex: 
resíduos agro-industriais). Associada a esta vantagem acresce a hipótese de não haver necessidade de 
passos intermédios de purificação, dado o facto dos organismos fermentativos terem capacidade 
selectiva para as fontes de carbono, mesmo que na presença de outros compostos não metabolizáveis 
(Drapcho et al., 2008). Exemplo de resíduos agro-industriais já estudados são os subprodutos da 
produção de biodiesel contendo glicerol (Marques et al., 2009; Mira, 2012; Neves, 2009), os 
hidrolisados obtidos pelo tratamento enzimático da pasta de papel (Correia, 2009; Marques et al., 2008; 
Mira, 2012) e a biomassa microalgal (Mira, 2012). 
Este desempenho tem grande impacto do ponto de vista económico, pois conduz à possibilidade de 
tratamento de efluentes e simultaneamente à produção de uma energia limpa (Wang e Wan, 2009). 
Acresce ainda referir que o processo de dark fermentation apresenta uma elevada velocidade de 
produção de hidrogénio, relativamente aos restantes processos biológicos. 
Do ponto de vista reaccional, a produção de hidrogénio por bactérias anaeróbias no escuro ou dark 
fermentation envolve a oxidação dos substratos orgânicos (hidratos de carbono), em condições 
anóxicas, isto é, na ausência de O2 como aceitador de electrões. Enquanto que em condições de 
aerobiose, o O2 é reduzido à molécula de água, quando as condições são de anaerobiose os iões H
+
 é que 
são reduzidos a hidrogénio molecular (H2), actuando como aceitadores de electrões. Por outro lado, e 
em termos metabólicos, a oxidação dos substratos orgânicos fornece a energia necessária para o 
crescimento metabólico das bactérias (crescimento heterotrófico). Esta oxidação gera electrões, os quais 
se distribuem de modo a manter a neutralidade electrónica. Essa distribuição electrónica deve-se à 
presença de ferredoxina (Fd – proteínas de ferro-enxofre) que actua como transportadora de electrões 
em reacções de redução-oxidação biológicas (Drapcho et al., 2008) (Figura 1.1). 
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Figura 1.1 – Via metabólica de degradação de hidratos de carbono, por dark fermentation (esquema 
adaptado de (Hallenbeck, 2009)) 
De uma forma global pode considerar-se a seguinte equação, para representar a dark fermentation, a 
partir de resíduos orgânicos, como substratos (equação (5)). 
22cos OHorgâniÁcidoscarbonodeHidratosbacterianaBiomassa   (5) 
Da produção de bioH2 por fermentação anaeróbia resultam ainda outros compostos (subprodutos), 
cujas concentrações e taxas de produção dependem de parâmetros físico-químicos como o tipo e a 
concentração do inóculo e do substrato, o pH e a temperatura do processo (Drapcho et al., 2008). 
 
d) Sistemas híbridos (Integração de processos) 
A aplicação de sistemas híbridos visa incrementar o rendimento global de produção de hidrogénio, uma 
vez que a sinergia entre processos permite uma maior utilização do substrato, por diminuição das 
limitações biológicas. Como referido anteriormente, alguns dos subprodutos da produção de H2 por 
dark fermentation são os ácidos gordos voláteis (AGV), os quais são nefastos para o meio ambiente. 
Assim, com vista ao tratamento do meio resultante da fermentação e ao aumento do rendimento global 
de produção, vários outros processos podem ser utilizados em sequência (formando um sistema 
híbrido), com produção de mais H2 ou até de outros gases com valor energético, como o biogás. De 
seguida apresentam-se três possíveis sistemas híbridos:  
 
Dark fermentation seguido do processo de fotofermentação  
Neste tipo de sistema, os ácidos orgânicos de baixo peso molecular produzidos por dark fermentation 
são depois convertidos em mais hidrogénio, por bactérias fotofermentativas, utilizando um foto-
bioreactor (Das e Veziroglu, 2008).  
A reacção global do processo pode ser representada através das equações (6) e (7). 
 
Fase 1: Dark fermentation 
22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC   (6) 
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Fase 2: Fotofermentação 
2223 8442 HCOOHCOOHCH   (7) 
 
Em estudos de produção de bioH2 utilizando efluente de lagares de azeite como substrato (Hallenbeck, 
2009) foi observado que o rendimento global do processo triplicou comparando a aplicação de um 
sistema de fotofermentação com um sistema híbrido de duas fases composto por dark fermentation e 
fotofermentação. 
 
Dark fermentation seguido de um de processo de digestão anaeróbia  
Outra combinação alternativa para metabolizar os AGV’s resultantes da produção de hidrogénio por 
dark fermentation é a digestão anaeróbia. Nesta segunda fase ocorre produção de metano (CH4) por 
bactérias acidogénicas, durante a fase de metanização (Hallenbeck, 2009). Deste modo, produz-se dois 
tipos de combustíveis (hidrogénio e metano). 
Dark fermentation seguido do processo de electrohidrogénese  
Nos últimos anos, tem vindo a ser desenvolvido um processo denominado por electrohidrogénese, o qual 
permite a conversão de ácidos orgânicos em hidrogénio molecular, através de um aparelho denominado 
por célula electrolítica microbiológica (MEC). Nessa área, Lalaurette e colaboradores (2009) 
realizaram um estudo em que, numa primeira fase, produziram hidrogénio a partir de matéria 
lenhocelulósica e, numa segunda fase, produziram hidrogénio a partir dos ácidos gordos voláteis ainda 
presentes no meio de fermentação.  
 
Dado que o objecto desta tese se centrou na produção biológica de H2, por dark fermentation, de 
seguida apresenta-se em maior detalhe alguns temas relacionados com este tipo de processo. 
 
1.2.1.1 Produção de H2 por dark fermentation 
a) Influência de parâmetros operacionais e físico-químicos 
A produção de hidrogénio por fermentação anaeróbia pode ser influênciada por vários parâmetros 
físico-químicos e operacionais, tais como a concentração e tipo de substrato/inóculo, o tipo de reactor, a 
temperatura, a agitação, o pH e a presença e concentração de azoto e iões fosfato e metálicos (Sinha e 
Pandey, 2011). Por isso, é fundamental optimizá-los em função das características dos microrganismos 
produtores de hidrogénio e do substrato utilizado (Mira, 2012).  
De seguida, apresenta-se uma curta discussão sobre o efeito desses parâmetros na produção biológica 
de hidrogénio. 
 
 Tipo de substratos 
Os açúcares puros como a glucose, a sacarose e a lactose são os preferencialmente utilizados, como 
substratos, para avaliar o desempenho de um microrganismo num processo de produção de hidrogénio. 
No entanto, as fontes puras de hidratos de carbono apresentam um elevado custo, o que consiste numa 
desvantagem quando o objectivo é produzir hidrogénio em maior escala (Kapdan e Kargi, 2006). 
Assim, no âmbito do conceito da sustentabilidade económica e social, tem-se vindo a desenvolver 
estudos de produção de bioH2 utilizando, como substrato, resíduos e subprodutos industriais, para 
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comparação de resultados com os obtidos com fontes sintéticas conhecidas, como a glucose, a sacarose, 
a xilose e o amido. Essa aproximação da realidade revela preocupação por questões ambientais, pois 
resulta não apenas na diminuição de carga orgânica de um resíduo industrial, como ainda na produção 
de uma “energia limpa” – o hidrogénio – a qual pode, posteriormente, ter utilização em outros processos 
industriais, como os de hidrogenação (Mira, 2012). 
Os principais critérios de selecção dos resíduos a utilizar como substrato são a sua disponibilidade, o 
seu custo, o seu conteúdo em hidratos de carbono e a sua biodegrabilidade. Vários estudos comprovam 
que o tipo de resíduos que conduzem aos rendimentos mais elevados de produção fermentativa de 
hidrogénio são aqueles que apresentam elevado conteúdo em açúcares ou outro tipo de hidratos de 
carbono mais complexos (Ntaikou et al., 2010). 
 
  Pré-tratamento e concentração de substratos 
O aproveitamento dos resíduos como substrato envolve algumas restrições quando se pretende aumentar 
a sua concentração, com vista ao aumento dos rendimentos em H2, devido ao possível aumento da 
concentração de compostos que podem ser inibidores do processo fermentativo (Wang e Wan, 2009).  
Assim, consoante a proveniência do resíduo a utilizar como substrato, pode ser vantajosa a aplicação de 
um pré-tratamento, antes da sua adição ao meio de fermentação. Um exemplo desse tipo de resíduos é a 
biomassa lenhocelulósica (lenhina, celulose, hemicelulose). 
Os pré-tratamentos podem ser de natureza físico-química (acidificação/hidrólise, ozonólise, microondas) 
ou biológica (enzimas ou microrganismos). Contudo, a selecção do pré-tratamento a aplicar e a sua 
extensão deve ser feita de forma criteriosa, pois se forem muito agressivos podem conduzir à produção 
de compostos tóxicos prejudiciais ao processo. A aplicação de pré-tratamentos a substratos complexos, 
como resíduos de rama de milho e da produção de pasta de papel, deve igualmente ser realizada de 
forma a facilitar o processo metabólico (Mira, 2012). 
 
  Temperatura 
A temperatura é um dos parâmetros operacionais que mais influência o processo de fermentação para a 
produção de bioH2, pois pode alterar a via metabólica dos processos biológicos, a nível de crescimento 
celular e enzimático. 
Foi demonstrado que numa gama apropriada, um aumento da temperatura pode conduzir a um aumento 
da produção de H2. Contudo, esse aumento deve ser programado tendo em conta a gama óptima de 
temperatura do microrganismo em causa, pois a aplicação de temperaturas muito elevadas a um sistema 
pode conduzir a uma diminuição da viabilidade dos microrganismos, com consequente diminuição do 
rendimento do processo. De facto, os microrganismos produtores de H2 podem desenvolver o seu 
metabolismo em diferentes gamas de temperatura, e serem classificados como mesófilos (25 a 40ºC), 
termófilos (40 a 65ºC) ou hipertermófilos (> 80ºC), de acordo com o seu regime de actuação (Drapcho 
et al., 2008). 
 
  pH 
O pH é o parâmetro ambiental que mais afecta o processo de produção de bioH2, por fermentação, pois 
altera a actividade da enzima hidrogenase, bem como as vias metabólicas, podendo conduzir a uma 
diminuição da concentração em H2 produzida. As gamas de pH inicial óptimo mais referidas na 
literatura situam-se entre 5-6 e 6,8-8 (Wang e Wan, 2009). 
Encontra-se também referido que para valores inferiores a 5 e superiores a 7 a produção de H2 diminui 
significativamente (Singh et al., 2010) devido à influência negativa do pH sobre a actividade da enzima 
Valorização de resíduos agro-industriais para a produção biológica de hidrogénio 
Rafaela Lourenço      8 
hidrogenase. Além disso, tem também sido mencionado que valores baixos de pH induzem a formação 
de ácidos gordos voláteis (AGV’s), com consequente diminuição da capacidade das células para 
manterem o seu pH interno, redução significativa do nível de ATP intracelular e inibição do consumo de 
substrato (Mira, 2012).Todas essas interferências sobre o sistema têm como resultado final uma 
diminuição dos rendimentos.  
 
  Presença de azoto e de iões fosfato e metálicos 
Num processo fermentativo, a presença de azoto é importante para a existência/formação de proteínas e 
ácidos nucleicos e metabolismo enzimático, influenciando o crescimento dos microrganismos produtores 
de H2. Assim, uma concentração apropriada de azoto beneficiará o rendimento global do processo.  
No que respeita aos iões fosfato (PO4
2-
), a sua presença é essencial para o bom desenvolvimento do 
metabolismo celular, num sistema fermentativo, pois além do valor nutricional realça-se a capacidade 
de efeito tampão que exerce. Por isso, concentração apropriada desses iões no meio de fermentação é 
vantajosa para o resultado final do processo. 
Quanto à presença de iões metálicos como o Fe
2+
, esses são essenciais para o bom desempenho da 
enzima hidrogenase e, portanto para a obtenção dos melhores rendimentos de produção de H2. Contudo, 
a sua concentração no meio de fermentação dever ser optimizada, pois em concentrações elevadas pode 
ocorrer inibição da actividade dos microrganismos (Wang e Wan, 2009). 
 
  Tipo de reactor 
A configuração do reactor é um factor crucial para o desempenho global do processo de fermentação, 
devendo ser objecto de estudo e de optimização, quando se pretende aplicar um aumento de escala ao 
sistema 
Para a produção biológica de hidrogénio um dos tipos de reactor mais utilizado é o CSTR (Continuous 
Stirred Tank Reactor), devido a ser de construção simples, de fácil operação, e permitir condições 
homogéneas de temperatura e pH. Estes reactores são mais utilizados em estudos de regime contínuo e à 
escala industrial. Contudo, a diminuição da concentração de biomassa presente no reactor, devido à 
remoção contínua do efluente, é um dos pontos negativos desta tecnologia. Uma das formas de 
ultrapassar essa questão pode consistir na imobilização da biomassa, no reactor, através da formação de 
biofilmes ou de grânulos. Neste sistema é ainda possível a remoção contínua da fase gasosa produzida 
ao longo do processo, permitindo diminuir a pressão parcial do H2 na Headspace do reactor e, assim, o 
risco de inibição da enzima hidrogenase (Ntaikou et al., 2010; Won e Lau, 2011). 
 
O tipo de reactor mais utlizado à escala laboratorial é o ASBR (Anaerobic Sequencing Batch Reactor), 
cujo funcionamento decorre em regime descontínuo. Neste tipo de reactor, os parâmetros que 
influenciam o processo, como pH, pressão parcial do H2 produzido e temperatura, são de fácil 
monitorização e manutenção. Outras vantagens a apontar são a capacidade de retenção da biomassa, a 
facilidade de operação, a capacidade de diferenciação entre o tempo de retenção hidráulico (TRH) e o 
tempo de retenção dos sólidos (TRS) e, finalmente os custos de investimento, que são relativamente 
baixos (Ntaikou et al., 2010; Won e Lau, 2011). 
 
Neste trabalho pretende-se avaliar o desempenho de uma estirpe bacteriana facultativa, para degradar 
resíduos agro-industriais complexos, por fermentação anaeróbia. Este sistema é inovador, na medida em 
que não foram reconhecidos estudos de produção biológica de H2 a partir de nenhum dos resíduos a 
testar como substratos, para comparação. 
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b) Microrganismos produtores de hidrogénio 
São vários os tipos de culturas (microrganismos) anaeróbias que podem produzir hidrogénio tendo como 
fonte de carbono compostos orgânicos contidos em resíduos. Assim, pode-se ter: 
 
- Culturas puras - Anaeróbias facultativas ou Anaeróbias estritas; 
- Culturas mistas (consórcios) – Lamas de ETAR’s, Lamas digeridas (após processo de digestão 
anaerobia), Composto, Estrume (animais), Solos; 
- Co-culturas – Combinação de culturas pura; 
- Microrganismos geneticamente modificados – Resultantes da aplicação de técnicas de 
manipulação genética, para alteração do DNA do microrganismo/suas propriedades, em termos 
de resposta ao processo (obtenção de rendimentos mais elevados). 
 
Particularizando o caso dos microrganismos anaeróbios estritos, esses sofrem inibição metabólica na 
presença de oxigénio, não sendo capazes de metabolizá-lo. Entre eles, encontram-se os microrganismos 
pertencentes ao género Clostridium, tal como C. buytricum, C pasteurianum, C. paraputrificum e C. 
bifermentants. Este tipo de microrganismos produz hidrogénio durante a fase exponencial de 
crescimento sendo que, ao atingir a fase estacionária, o metabolismo celular altera-se passando a 
produzir outros compostos, como acetona (Kapdan e Kargi, 2006). 
Entre as várias espécies de microrganismos anaeróbios facultativos capazes de produzir H2 consideram-
se as mais conhecidas como pertencentes ao género Enterobactericiae e Escherichia. Estes géneros de 
bactérias são facilmente encontrados na flora intestinal humana e animal e no solo (Tanisho, 1999). 
Entre essas espécies, a Enterobacter aerogenes (E. aerogenes) e a Enterobacter cloacae têm sido 
amplamente estudadas, por apresentarem rendimentos elevados de produção de hidrogénio (Kapdan e 
Kargi, 2006). 
O género Enterobactericiae tem a capacidade de metabolizar um largo espectro de substratos por 
fermentação anaeróbia. Em todos os casos ocorre a produção de dióxido de carbono e hidrogénio, para 
a fase gasosa, e de ácidos gordos voláteis e etanol, para a fase líquida (Kapdan e Kargi, 2006). No que 
respeita à espécie de E. aerogenes, a sua capacidade de produzir hidrogénio é já conhecida desde os 
anos 80, quando foi isolada a partir de folhas de uma planta, pelo investigador Tanisho (Zhang et al., 
2011). 
 
A E. aerogenes apresenta como principais vantagens, num processo fermentativo (Zhang et al., 2011): 
• Ser anaeróbia facultativa (o seu crescimento pode ocorrer na presença de oxigénio); 
• O seu crescimento não é inibido por uma atmosfera de 100% hidrogénio; 
• Apresenta elevada taxa de crescimento e de produção de hidrogénio, sendo uma vantagem no que 
respeita à sua utilização em larga escala; 
• Apresenta um rendimento teórico de produção de hidrogénio, a partir de glucose, de aproximadamente 
10 mol H2/mol glucose, o qual pode ser considerado como elevado, em processos biológicos; 
• Apresenta um bom desempenho em regime mesófilo (o seu manuseamento e processos experimentais 
podem ocorrer numa gama de temperaturas entre 25 – 40 °C), o que é vantajoso do ponto de vista 
energético. 
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- Processos de produção de hidrogénio por dark fermentation: 
A produção de hidrogénio por dark fermentation pode ocorrer por duas vias – via do formato e via do 
NADH (Figura 1.2) – após transformação da fonte de hidratos de carbono em piruvato por via da 
glicólise. 
- Via do formato 
A via do formato ocorre quando se utilizam bactérias anaeróbias facultativas (exemplo Enterobacter 
aerogenes). Nesta via, o piruvato é convertido em formato e acetil-CoA, sendo a reacção catalisada 
pela enzima piruvato-formato-liase (PFL). O formato produzido é depois convertido a hidrogénio e 
dióxido de carbono, pela enzima formato-hidrogénio-liase (FHL). Segundo alguns autores a adição de 
formato ou de ácido fórmico pode aumentar a produtividade do processo fermentativo (Zhang et al., 
2011). 
- Via do NADH 
A via do NADH ocorre em situações de anaerobiose com bactérias anaeróbias estritas, como o género 
Clostridia. Neste caso, o H2 é gerado partir da re-oxidação do NADH na presença das enzimas 
ferredoxina e hidrogenase (Lee et al., 2011). 
Vários estudos demonstraram que a produtividade do hidrogénio pode ser regulada pela alteração do 
estado de redução intracelular através da via do NADH, por adição externa de NADH ou NAD
+
. Um 
dos principais problemas da via NADH, para a produção de H2, é a sua limitação termodinâmica, 
causada pela pressão parcial do hidrogénio (Zhang et al., 2011).  
 
 
Figura 1.2 - Via metabólica de bactérias fermentativas anaeróbias estritas e facultativas (esquema 
adaptado de (Zhang et al., 2011)) 
 
c) Purificação do hidrogénio produzido 
O biogás (H2 + CO2) obtido a partir da produção biológica de hidrogénio pode não ser adequado para o 
uso directo em outros processos industriais, tais como a hidrogenação ou as células de combustível, 
uma vez que a concentração de hidrogénio não é suficientemente elevada (Bélafi-Bako et al., 2006). 
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Assim sendo, torna-se necessário recorrer à purificação do gás de modo a aumentar a concentração de 
hidrogénio presente. Vários processos têm sido testados, com esse fim, sendo a absorção de dióxido 
carbono por uma solução de KOH um dos mais conhecidos. Outros passos de purificação / 
concentração podem passar pela redução ou mesmo eliminação da humidade presente no biogás, através 
da secagem com um secador ou uma unidade de condensação (Das e Veziroglu, 2001). 
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2. Materiais e métodos 
2.1 Materiais 
2.1.1 Microrganismo 
No desenvolvimento deste trabalho, foi utilizada, como bactéria fermentativa para a produção de 
hidrogénio, uma estirpe da Enterobacter aerogenes (ATCC 13048 Sputum). A sua manutenção em 
laboratório foi levada a cabo em tubos de ensaio contendo um meio de repicagem sólido inclinado 
(slant). Este meio foi preparado pela dissolução, a quente, de uma solução de 40 g/L da mistura caso-
Agar (Merck) em água bidestilada (meio TSA). 
As culturas foram conservadas a 4 °C e repicadas aquando do início de cada experiência. 
 
2.1.2 Meio de crescimento 
O crescimento das bactérias, antes de cada ensaio, foi levado a cabo num meio líquido (Tabela 2.1), nas 
condições de temperatura a estudar (30 e 37°C) e agitação de ~200 rpm (magnética ou orbital). Esta 
cultura foi designada por pré-inóculo (PI). 
Tabela 2.1- Composição do meio de crescimento da bactéria E. aerogenes 
Reagentes Concentração (g/L) Pureza Marca 
Peptona 20 - Panreac 
NaCl 5 99% Fisher Scientific 
 
2.1.3 Meio de fermentação 
Para a realização dos ensaios de produção de bioH2 utilizou-se um meio complexo (designado por meio 
de fermentação), cuja composição se encontra descrita na Tabela 2.2, ao qual se adicionou, em cada 
ensaio, o substrato a utilizar. Este meio foi já utilizado por outros autores para a produção de bioH2 por 
uma estirpe de E. aerogenes (Ito et al., 2005). 
Tabela 2.2 - Composição do meio de fermentação 
Reagentes Concentração (g/L) Pureza Marca 
K2HPO4 7 98% Merck 
KH2PO4 5,5 98% Riedel-de Haën 
(NH4)2SO4 1 99% Riedel-de Haën 
MgSO4.7H2O 0,25 97% Merck 
CaCL2.2H2O 0,021 98% Merck 
Na2MoO4.2H2O 0,12 97% Merck 
Ácido Nicotínico 0,002 98% Merck 
Na2SeO3 0,000172 99% Merck 
NiCl2 0,00002 98% Merck 
Triptona 5 - Becton, Dickinson and Company 
Extracto de Levedura 5 - Himedia Laboratories 
MnCl2.H2O 0,5 97% Riedel-de Haën 
H3BO3 0,1 98% Merck 
Na2EDTA 0,5 99% Panreac 
Alk(SO4)2.H2O 0,01 97% Analar 
CuCl2.H2O 0,001 99% Merck 
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Nos ensaios em que se testaram os efluentes líquidos, como substrato, os reagentes foram dissolvidos 
directamente no efluente. 
 
2.1.4 Reagentes 
Para a determinação do teor de óleo do bagaço de Jatropha curcas utilizou-se como solvente n-hexano 
(Carlo Erba Reagents, 95% de pureza). 
 
2.1.5 Substratos 
Os resíduos a testar como substrato foram: 
 Bagaço obtido da extracção mecânica de óleo de sementes de Jatropha curcas provenientes da 
ilha de Santiago (Cabo Verde), designado por Bagaço M; 
 Cortiça, em diferentes estados e com diferentes proveniências: (a) cortiça em pó, resultante da 
rectificação dimensional no fabrico de rolhas – designada na tese por cortiça em pó (Fábrica 
não identificada); (b) cortiça em grânulos, recolhida em dois pontos do processo de fabrico de 
aglomerado negro – antes e após tratamento por autoclavagem – designadas por cortiça AT e 
cortiça DT, respectivamente; 
 Efluentes agro-industriais provenientes das fábricas da Sofalca e da Milupa; 
 Biomassa microalgal seca (microalgas da espécie Nannochloropsis sp, secas a T=70°C, 
durante 24 horas). 
 
2.1.6 Equipamento 
No decurso do trabalho laboratorial foram utilizados os seguintes equipamentos: 
 Cromatógrafo (HPLC) Agilent, série 1100; 
 Cromatógrafo gasoso Varian modelo 430-GC; 
 Espectrofotómetro de varrimento HITACHI U2000; 
 Medidor de pH WTW, modelo pH 720; 
 Incubadora orbital Lab Line Instruments, Inc.; 
 Câmara de aquecimento P-SELECTA, modelo Hotcold-GL 2101507; 
 Balança de bancada Mettler, modelo PM4000; 
 Balança analítica de bancada Mettler Toledo, modelo AB204-S; 
 Centrífuga Beckman Avanti, modelo J-251; 
 Microcentrífuga ventilada VWR-Hitachi, modelo CT15E; 
 Centrífuga de bancada Thermo Scientific, modelo Heraeus multifuge 3SR+; 
 Centrífuga de bancada Heraeus, modelo Biofuge 28RS; 
 Hotte Cruma, modelo Captair; 
 Vórtex, modelo VELP Scientific; 
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 Estufa Memmert; 
 Estufa Heraeus, modelo T5028; 
 Mufla Heraeus, modelo MR170E; 
 Rotavapor Büchi, modelo R-200; 
 Bomba de vácuo Büchi, modelo V-500; 
 Banho termostatizado Büchi, modelo B-490; 
 Placa de agitação magnética Fisher Biolock Scientific, modelo10517; 
 Placa de agitação multiposições P-SELECTA Multimatic, modelo 9-N; 
 Manta de aquecimento P-SELECTA 
 Picadora tipo “1,2,3” (Choppi maxi, Ariete); 
 
2.1.7 Montagem experimental 
Os ensaios laboratoriais de produção de bioH2 foram levados a cabo nas seguintes condições, consoante 
os objectivos: 
 Em reactores Mariotte (frascos com volume total de 545,2 mL, ligados a colunas de Mariotte), 
numa câmara de aquecimento, a 30 °C e agitação magnética (cerca de 200 rpm) (Figura 2.1). 
Este sistema foi utlizado para a determinação do tempo necessário para atingir o equilíbrio do 
processo de produção de bioH2, para os substratos seleccionados como mais eficientes (secção 
3.3.3). 
 
Figura 2.1- Ensaio com reactores Mariotte, numa câmara de aquecimento 
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 Em reactores encapsulados (frascos com volume total de 159,5 mL, selados com rolhas de butilo 
e encapsulados com cápsulas de alumínio), numa câmara de aquecimento com temperatura 
regulada a 30 °C e agitação magnética (cerca de 200rpm). Este sistema foi utilizado para a 
determinação dos perfis de produção de H2, CO2, ácidos orgânicos e etanol e para a 
optimização de parâmetros operacionais e físico-químicos (Figura 2.2). 
 
Figura 2.2 - Reactor encapsulado 
Todas as experiências foram planeadas com base em condições operacionais já estudadas anteriormente 
(Correia, 2009; Marques et al., 2009; Mira, 2012), mas com alteração de alguns parâmetros ou 
procedimentos, com vista ao desenvolvimento de novas metodologias relacionadas com os processos de 
inoculação e de recolha da fase gasosa. 
 
2.2 Métodos 
2.2.1 Obtenção das células de Enterobacter aerogenes 
A obtenção das células de E. aerogenes, em meio líquido, foi realizada utilizando o meio de crescimento 
cuja composição está indicada na Tabela 2.1., após esterilização deste em autoclave (T=121°C, P=2 
bar, t=20 minutos) de modo a garantir a ausência total de microrganismos contaminantes e o seu 
possível desenvolvimento. 
A produção das células de E. aerogenes foi levada a cabo tendo em conta dois objectivos: 
a) Determinação da curva de crescimento da bactéria e da relação peso seco (p.s.) / 
densidade óptica (D.O.) 
O crescimento da bactéria E. aerogenes, a duas temperaturas específicas (30 e 37°C), foi acompanhado 
ao longo do tempo com o objectivo de determinar o perfil de crescimento das bactérias e avaliar o efeito 
da temperatura nesse parâmetro. 
Para o efeito, e para cada uma das temperaturas, inocularam-se dois erlenmeyers de 1000 mL, contendo 
cada um 500 mL de meio de crescimento (Tabela 2.1), com uma ansada de bactérias retirada de uma 
rampa de conservação, em condições de assepsia. Os erlenmeyers foram então incubados a cada uma 
das temperaturas pretendidas, sob agitação orbital de ~200 rpm. 
De um dos erlenmeyers recolheram-se, ao longo do tempo, amostras de suspensão celular para leitura 
da densidade óptica (D.O.), ao comprimento de onda (λ) de 640 nm, de modo a acompanhar o 
crescimento da biomassa, a 30 e 37°C, e permitir o traçado da curva de crescimento da bactéria 
Do outro erlenmeyer toda a biomassa produzida durante 24 horas de incubação (final da fase 
estacionária) foi recolhida por centrifugação e ressuspensa em igual volume da água bidestilada 
(solução stock), de modo a permitir a determinação da recta D.O. vs p.s. a 30 e 37°C (ver secção 2.3.1). 
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b) Obtenção do pré-inoculo (PI) para o processo de fermentação 
O PI foi obtido por incubação do meio de crescimento (Tabela 2.1), inoculado com as células de E. 
aerogenes, a T=30 e 37°C (conforme estudo a realizar sobre o efeito da temperatura de incubação) e 
sob agitação orbital ou magnética de ~200 rpm. Após cerca de 15 horas, recolheu-se um determinado 
volume de suspensão celular, consoante a metodologia e concentração de biomassa pretendida, para 
inoculação do meio de fermentação. 
Independentemente da temperatura à qual foi obtido o PI, a inoculação ocorreu sempre de acordo com 
os mesmos procedimentos, isto é, numa hotte com aspiração, em condições de assepsia e com 
borbulhamento da fase líquida com azoto, durante cerca de 2 min, para atingir uma atmosfera 
anaeróbia. 
 
2.2.2  Processos de pré-tratamento dos substratos 
A complexidade dos resíduos utilizados como substrato levou à aplicação de diferentes pré-tratamentos 
físico-químicos, para comparação de resultados.   
Nos ensaios em que se utilizou como substrato o bagaço de Jatropha curcas obtido por extracção 
mecânica (bagaço M), este foi sempre submetido a moagem numa picadora  tipo “1,2,3”, antes da sua 
adição ao meio de fermentação. Além disso, e para avaliação de possíveis interferências no processo 
microbiológico, procedeu-se à extracção por solventes do óleo residual presente no bagaço moído. O 
bagaço obtido deste processo foi igualmente utilizado como substrato (bagaço MS) (secção 2.3.3). 
No caso dos resíduos agro-industriais, e de modo a atingir a sua solubilização, mesmo que parcial, no 
meio de fermentação, esses substratos foram adicionaao meio de fermentação antes da esterilização em 
autoclave (T=121°C, P=2bar, t=20 min). Excepção a esse procedimento foi o caso dos efluentes 
líquidos, em que os reagentes do meio de fermentação foram adicionados directamente ao efluente, após 
o que se procedeu à sua esterilização nas condições descritas acima.  
Todas as fases líquidas resultantes da aplicação do pré-tratamento térmico sob pressão foram 
analisadas por cromatografia líquida, num aparelho de HPLC, para determinação dos teores em ácidos 
gordos voláteis (AGV’s), açúcares, glicerol e etanol.  
O propósito da aplicação dos pré-tratamentos prendeu-se com a avaliação do seu possível efeito sobre a 
composição inicial do meio de fermentação, em termos de compostos com maior probabilidade de 
metabolização e, consequentemente, sobre os rendimentos do processo microbiológico. 
 
2.2.3 Caracterização dos resíduos utilizados como substrato 
Com vista a considerar o conteúdo orgânico dos diferentes resíduos como medida para definir a 
concentração inicial de substrato no processo, todos os resíduos foram caracterizados em termos do teor 
em sólidos totais (gST/kgAmostra) e sólidos voláteis (gSV/kgAmostra), de acordo com as normas descritas no 
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (A. P. H. Association et al., 1999) 
(secção 2.3.2). 
 
2.2.4 Produção de hidrogénio por via biológica (bio H2) 
Os ensaios de produção de hidrogénio por fermentação anaeróbia foram realizados em diferentes 
condições operacionais, consoante os objectivos a atingir. Contudo, em todos os ensaios manteve-se a 
relação entre o volume total do reactor e o volume da fase líquida, correspondente ao volume da fase 
gasosa acima do líquido (headspace –HS). Com base em estudos anteriores (dados ainda não 
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pulicados), o volume da fase líquida (meio de fermentação) no reactor foi sempre igual a 1/6 da sua 
capacidade total. 
Em cada conjunto de ensaios introduziu-se um reactor sem biomassa, nas mesmas condições 
operacionais, para controlo (ensaio em branco). 
 
 Determinação do tempo de equilíbrio  
Este estudo incidiu apenas nos substratos que revelaram ser mais eficientes para o processo 
fermentativo (bagaço de Jatropha curcas e biomassa microalgal seca – microalgas da espécie 
Nannochloropsis). 
Estes ensaios foram lavados a cabo na câmara de aquecimento, sob uma temperatura controlada de 
30°C, em reactores com agitação magnética de 200 rpm, ligados a uma coluna de Mariotte (secção 
2.1.7). O volume da fase gasosa produzida, ao longo do tempo, correspondeu ao volume de líquido 
corado (NaCl 20 % v/v, 2-3 gotas de HCl comercial e de alaranjando de metilo), deslocado no interior 
da coluna.  
Após o sistema atingir o equilíbrio, recolheu-se uma amostra da fase gasosa no topo da coluna de 
Mariotte, para determinação da sua composição em H2 e CO2, por cromatografia gasosa. 
O volume total de fase gasosa produzida durante o processo foi calculado pelo somatório do volume de 
líquido deslocado na coluna, o volume da HS do reactor e o volume dos restantes espaços vazios do 
sistema. 
 
 Selecção dos substratos mais eficientes  
De forma a seleccionar os substratos sobre os quais incidir os estudos posteriores de optimização, 
realizaram-se ensaios de produção fermentativa de H2, para uma concentração inicial de 2,5 
gSVSubstrato/LMeio de fermentação, sob uma temperatura controlada de 30 °C, em reactores encapsulados 
(secção 2.1.7), com agitação magnética de ~200 rpm, para todos os substratos. 
 
 Determinação da velocidade inicial  
Estes estudos foram levados a cabo em frascos selados com rolhas de butilo e encapsulados com 
cápsulas de alumínio (secção 2.1.7), na câmara de aquecimento com agitação magnética (~200rpm) e 
temperatura controlada a 30°C. Para efeito da determinação do volume total de fase gasosa produzido e 
da sua composição, procedeu-se como descrito na secção 2.2.5. 
Para todos os ensaios realizados o meio de fermentação, contendo o substrato na concentração de 2,5 
gSVsubstrato/LMeio de fermenteção, foi previamente esterilizado em autoclave (T=121°C, P=2bar, t=20 min) e as 
condições de inoculação do meio de fermentação decorreram como já apresentado na secção 2.2.1. 
 
 Estudo do efeito de pré-tratamentos dos substratos 
A avaliação do efeito da aplicação dos pré-tratamentos dos resíduos, sobre o desempenho do processo, 
foi levada a cabo por comparação dos resultados obtidos pela utilização dos resíduos, com e sem 
tratamento, como substrato nas condições de inoculação e processo já mencionadas anteriormente 
(numa câmara com temperatura controlada a 30°C, em reactores encapsulados e agitação magnética de 
~200 rpm). 
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 Estudo do efeito da concentração inicial de substrato 
Com vista a estudar o efeito da concentração inicial de substrato sobre os rendimentos do processo, 
realizaram-se ensaios com concentrações iniciais de substrato, em termos do seu conteúdo em sólidos 
voláteis, de 2,5 e 10 gSVsubstrato/LMeio de fermenteção. 
No caso dos efluentes líquidos, não foi possível levar a cabo o mesmo estudo, dado esses apresentarem 
um baixo conteúdo em SV. 
Todos os ensaios realizados no âmbito dos estudos acima referidos decorreram numa câmara de 
aquecimento com temperatura regulada de 30°C, em reactores encapsulados (secção 2.1.7), sob 
agitação magnética de ~200rpm e de acordo com as condições de inoculação descritas na secção 2.2.1. 
 
Todos os estudos foram realizados de acordo com as condições definidas pela optimização de 
metodologias. 
 
2.2.5 Optimização das metodologias de inoculação e de recolha da fase gasosa 
Um dos primeiros parâmetros em estudo neste trabalho foi a avaliação do efeito da metodologia de 
inoculação e da concentração inicial de bactéria, sobre os rendimentos do processo. Estes estudos foram 
realizados em reactores encapsulados (secção 2.1.7) e utilizando como substrato o bagaço de sementes 
de Jatropha (bagaço M). 
No que respeita à metodologia de inoculação, compararam-se dois procedimentos, nomeadamente a 
adição directa de volumes de PI (T=30ºC, agitação magnética ~200rpm), correspondentes a 1 e 10 % 
(v/v) do volume do meio de fermentação e a adição de um dado volume de solução concentrada de 
bactérias, obtida a partir do PI, de forma a obter uma maior concentração inicial de bactérias 
inoculadas. No que diz respeito a esta última, a suspensão celular recolhida a partir do PI foi 
inicialmente centrifugada a 10000 rpm, durante 20 minutos, a 5°C, sendo posteriormente ressuspensa 
em água bidestilada esterilizada, para lavagem das bactérias, e seguida de nova centrifugação. Após a 
segunda centrifugação, a biomassa foi então concentrada num dado volume de água bidestilada 
esterilizada, de modo a obter uma suspensão de células com a concentração apropriada à inoculação do 
peso seco pretendido. O volume de água em que as bactérias deveriam ser ressuspendidas foi calculado 
com base na recta D.O. vs p.s.. 
Após inocular o meio de fermentação, os ensaios decorreram a uma T=30 °C e agitação magnética de 
~200rpm.  
 
Relativamente à metodologia de recolha da fase gasosa produzida nos reactores encapsulados, 
compararam-se dois procedimentos: 
a) Recolha directa da fase gasosa por uma seringa de gases introduzida no headspace (HS) do reactor, 
seguida da despressurização da amostra presente na seringa e análise por cromatografia gasosa dos 
teores em H2 e CO2. O reactor foi posteriormente despressurizado através da introdução de uma seringa 
no HS. 
b) Despressurização do sistema por uma seringa introduzida no headspace (HS) do reactor, seguida da 
recolha de amostra da fase gasosa, para avaliação dos teores em H2 e CO2 por cromatografia gasosa. 
Em ambos os casos o volume considerado para os cálculos correspondeu ao somatório do volume 
obtido por deslocação do êmbolo da seringa com o volume do HS do reactor. 
 
Em cada conjunto de ensaios, introduziu-se um reactor sem biomassa, nas mesmas condições 
operacionais, para controlo (ensaio em branco). 
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2.3 Métodos analíticos 
2.3.1 Determinação da recta peso seco (p.s.) vs densidade óptica (D.O.) 
A caracterização da biomassa a utilizar como inóculo, foi realizada em termos da correlação entre a 
D.O. de uma suspensão celular e o p.s. correspondente em gBiomassa seca/Lsuspensão, para soluções com 
diferentes concentrações de bactérias. 
Para a determinação dos pesos secos utilizaram-se membranas de acetato de celulose (com uma 
porosidade de 0,45 μm e 47 mm de diâmetro, da marca Sartorius Stedium Biotech). Estas membranas 
foram previamente secas numa estufa a 80°C, durante cerca de 15 horas. 
Assim, a partir da solução stock obtida conforme descrito na secção 2.2.1, prepararam-se 6 soluções 
diluídas (1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/40 e 1/50) para leitura da D.O. (a um c.d.o. (λ) de 640 nm) e 
determinação do p.s.. 
De cada diluição retirou-se 10 mL de suspensão celular e procedeu-se à sua filtração, sob vácuo. A 
biomassa retida foi depois lavada com igual volume de água bidestilada e as membranas colocadas na 
estufa a 80 °C, durante 15 horas, para os devidos efeitos. 
Após pesagem das membranas com a biomassa seca efectuaram-se os cálculos para a determinação dos 
respectivos pesos secos (p.s.), segundo a equação (8). 
 
V
1000PP
)/Lp.s.(g ifsuspensãocabiomassase

  (8) 
Em que: 
Pf – peso da membrana contendo a biomassa seca (g) 
Pi – peso da membrana (g) 
V – volume de suspensão filtrada (L) 
Os valores considerados no presente trabalho correspondem à média dos resultados obtidos para um 
triplicado, com um desvio padrão inferior a 10%. 
 
2.3.2 Determinação do teor em sólidos totais (ST) e sólidos voláteis (SV) nos 
resíduos agro-industriais  
Numa amostra de composição desconhecida, a determinação do seu conteúdo em sólidos totais (ST) 
refere-se à quantidade total de matéria orgânica e mineral presente, enquanto a determinação do seu 
conteúdo em sólidos voláteis (SV) permite, na maior parte dos casos, uma avaliação grosseira do seu 
teor em matéria orgânica. 
Neste trabalho, a determinação dos teores em ST e SV foi levada a cabo seguindo as normas descritas 
no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Association et al., 1999). 
No que respeita ao teor em ST, procedeu-se à secagem em estufa de uma quantidade conhecida de cada 
um dos substratos (amostra sólida ou líquida) à temperatura de 105°C, até peso constante (~24 horas), 
em cadinhos previamente tarados. Após secagem procedeu-se à pesagem do cadinho contendo o resíduo 
seco, para efeito do cálculo do teor em ST de cada amostra (equação (9)). 
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 
m
1000PP
)/kgST(g baamostraST

  (9) 
em que: 
Pa – peso do cadinho com o resíduo seco (g) 
Pb – peso do cadinho calcinado (g) 
m – massa da amostra (g) 
 
Para a determinação do teor em SV, o resíduo resultante da secagem foi calcinado numa mufla a 550°C, 
até peso constante. Após calcinação e arrefecimento até à temperatura ambiente num exsicador, os 
cadinhos contendo os resíduos foram pesados, para a determinação do seu teor em SV (equação (10)). 
 
m
1000PP
)/kgSV(g caamostraSV

  (10) 
em que: 
Pa – peso do cadinho com o resíduo seco (g) 
Pc – peso do cadinho com o resíduo calcinado (g) 
m – massa da amostra (g) 
 
 
2.3.3 Determinação do teor em óleo no bagaço de Jatropha curcas 
A determinação do teor em óleo foi realizada de acordo com a Norma ISO 659:1998 (Oilseeds-
Determination of oil content (Reference method)), embora com algumas adaptações. O método baseia-
se na extracção de óleo, por hexano, num extractor de Soxhlet. 
 
Método: 
Pesou-se cerca de 12 g de bagaço, para um cartucho de celulose (VWR), colocou-se um pouco de 
algodão embebido em hexano por cima da amostra, fechou-se o cartucho dobrando os bordos e colocou-
se este dentro do extractor Soxhlet. Ao Soxhlet foi acoplado um balão, previamente tarado numa estufa 
a 103ºC durante uma hora, com 140 mL de hexano (solvente), e um condensador. O conjunto (Soxhlet 
+ balão + condensador) foi colocado numa manta de aquecimento, durante 6 horas. Após arrefecimento, 
o balão contendo o solvente e o óleo foi levado ao rota-vapor, a uma pressão de 210 mBar e uma 
temperatura de 40°C, durante 20 minutos, de modo a remover o solvente. Posteriormente, o balão com 
óleo foi colocado numa estufa com ventilação, a 103°C durante uma hora, de modo a evaporar algum 
solvente residual que poderia estar presente na amostra. Após arrefecimento em exsicador, o balão foi 
pesado. 
O teor do óleo (W, % m/m) presente na amostra, calculado segundo a equação (11). 
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001
m
m
m/m)(%W
amostra
óleo  (11) 
em que: 
móleo – massa de óleo extraída da amostra (g) 
mamostra – massa inicial da amostra (g) 
 
2.3.4 Determinação dos teores em H2 e CO2  
Após cada ensaio, recolheram-se amostras da HS das colunas de Mariotte ou dos reactores 
encapsulados, para determinação dos conteúdos em H2 e CO2 na fase gasosa, por cromatografia gasosa 
(GC). Para tal utilizou-se um cromatógrafo gasoso VARIAN 430-GC com detector de condutividade 
térmica TCD e uma coluna Varian Select Permanent Gases/CO2 HR, Molecular Sieve 5 Å/Parabond 
O Tandem. A temperatura do injector e da coluna foi de 80°C e a do detector de 120 °C. Utilizou-se 
hélio como gás de arrasto. 
 
2.3.5 Determinação do conteúdo em ácidos, etanol, glicerol e açúcares, na fase 
líquida 
Os teores em ácidos gordos voláteis (AGV’s), açúcares, glicerol e etanol, no meio de fermentação, 
foram analisados por cromatografia líquida num aparelho de HPLC Agilent série 1100 equipado com 
um injector automático L7200, uma bomba L7100, um forno L7350, um detector de índice de refracção 
L7490 e uma coluna Aminex HPX87H. As análises decorreram a 50°C e as amostras foram eluídas 
com uma solução de H2SO4 5 mM, filtrado (filtros Supock 200 Pall Life Sciences – polietersulfona 
hidrofílica - com 47 mm de diâmetro e 0,2 μm de tamanho de poro), a um fluxo de 0,5 mL/min. 
Esta determinação foi levada a cabo para o meio de fermentação autoclavado contendo, ou não, os 
resíduos (substratos) solubilizados (isto é, antes do processo) e para o meio resultante da fermentação 
anaeróbia (isto é, depois do processo), a fim de avaliar as alterações ocorridas na sua composição, em 
termos do conteúdo em ácidos orgânicos (AGV), açúcares, glicerol e etanol. Todas as amostras a 
analisar foram previamente centrifugadas e filtradas (filtros Sartorios GmbH – acetato de celulose – 
com 13 mm de diâmetro e 0,2 μm de tamanho de poro), antes da sua injecção no HPLC. 
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3. Resultados e discussão 
3.1 Obtenção de células de Enterobacter aerogenes 
Numa fase inicial do trabalho procedeu-se à avaliação de parâmetros físico-químicos relacionados com 
a produção laboratorial da estirpe bacteriana a utilizar. Com este estudo pretendeu-se obter informação 
acerca do perfil de crescimento das bactérias, nomeadamente do período correspondente à sua fase 
exponencial. Essa informação foi fundamental para que a inoculação do meio de fermentação, a partir 
do pré-inóculo, ocorresse nas melhores condições de viabilidade das células, isto é, quando os seus 
mecanismos de transporte estão funcionais, em termos de utilização de nutrientes. 
 
3.1.1 Curva de crescimento da biomassa 
Para estudar o perfil de crescimento das células de Enterobacter aerogenes recolheram-se amostras da 
suspensão celular, ao longo do tempo, para avaliação da variação da D.O. do meio, como descrito 
previamente na secção 2.2.1. Este procedimento foi realizado para as duas temperaturas cujo efeito 
sobre o processo se objectivou estudar – 30 e 37ºC. 
A Figura 3.1 apresenta as curvas de crescimento obtidas para ambas as temperaturas. 
Observando a figura, verifica-se que em ambos os casos o perfil de crescimento da bactéria apresenta 
forma sigmoidal, sendo possível identificar três fases de crescimento: a fase de latência (entre as 0 – 2 
horas), a fase exponencial (entre as 2 – 19 horas) e fase de estacionária (entre as 19 – 24 horas).  
Com base nestes perfis a recolha da biomassa do pré-inóculo, para inocular o meio de fermentação e dar 
início ao processo (secção 2.2.1), foi levada a cabo após cerca de 15 horas de crescimento, para todos 
os ensaios de produção de bioH2 realizados. 
No que diz respeito à influência da temperatura na curva de crescimento e, como se verifica na Figura 
3.1, a variação deste parâmetro conduz a perfis ligeiramente diferentes durante as fases exponencial e 
de latência, sendo que a fase exponencial do crescimento a 30°C apresenta um maior declive.  
 
Figura 3.1- Curvas de crescimento da bactéria Enterobacter aerogenes, em meio líquido ), em 
condições de T=30°C e 37°C, e agitação orbital (~200 rpm) 
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3.1.2 Rectas de calibração - densidade óptica (D.O.) vs peso seco (p.s.) 
Para a determinação da concentração de biomassa a inocular no processo fermentativo é fundamental 
conhecer a relação entre a D.O. e o p.s.. 
 
Na Figura 3.2 estão representadas as rectas de calibração obtidas através do processo descrito em 
2.3.1., para cada uma das temperaturas em estudo – 30 e 37ºC. Como se pode observar, em ambos os 
casos os coeficientes de correlação (r
2
) são bastantes próximos de 1, o que indica uma elevada 
correlação entre as duas variáveis em estudo. 
 
Figura 3.2 – Rectas de calibração D.O. vs p.s. obtidas para o crescimento das células de E. 
aerogenes, em meio líquido T= 30 e 37 °C, e agitação orbital (~200rpm) 
 
3.2 Caracterização dos resíduos 
Antes da sua utilização como substrato, todos os resíduos agro-industriais foram caracterizados em 
termos do seu teor em sólidos totais (ST) e em sólidos voláteis (SV), conforme a Tabela 3.1, para 
avaliação do conteúdo orgânico de cada substrato Como se pode observar, à excepção dos efluentes 
líquidos, todos os outros substratos apresentam valores da mesma ordem de grandeza em relação ao teor 
em sólidos totais. Para os efluentes líquidos, os teores de sólidos voláteis são também muito inferiores 
aos verificados para os outros substratos e, de entre estes, a biomassa microalgal e a cortiça AT 
afastam-se um pouco da média dos valores obtidos. Estas determinações objectivaram definir uma 
medida da concentração inicial de substrato (gSVsubstrato/Lmeio de fermentação), em cada ensaio, dadas as 
diferenças químicas e físicas existentes entre eles 
Tabela 3.1 – Teores em ST e em SV dos resíduos agro-industriais 
Substrato Estado físico 
Sólidos totais 
(gST/kgamostra) 
Sólidos voláteis 
(gSV/kgamostra) 
Bagaço M Sólido 928,27 867,73 
Bagaço MS Sólido 916,13 846,55 
Cortiça em pó Sólido 976,27 953,07 
Cortiça AT Sólido 845,96 767,24 
Cortiça DT Sólido 946,97 914,67 
Efluente da Milupa Líquido 8,58 7,25 
Efluente da Sofalca Líquido 2,51 1,21 
Biomassa microalgal Sólido 910,93 790,38 
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No caso do bagaço de Jatropha curcas, este foi ainda caracterizado em termos de teor em óleo, tendo-se 
obtido um valor para este parâmetro de 13,7 % (m/m). Esta quantidade de óleo ainda presente no 
bagaço é indicativo da baixa eficiência do processo de extracção mecânica que terá sido utilizado para a 
extracção do óleo das sementes de Jatropha.  
Este processo de extracção por solventes foi igualmente considerado como pré-tratamento sobre o 
bagaço M, tendo-se também realizado ensaios com o bagaço tratado (bagaço MS).  
 
3.3 Produção de biohidrogénio a partir de substratos complexos 
O objectivo desta fase do trabalho foi estudar a viabilidade de utilização de resíduos agro-industriais 
com diferentes proveniências e características físico-químicas, como substrato para a produção de 
hidrogénio, por fermentação anaeróbia, pela bactéria E. aerogenes. 
De forma sequenciada apresentam-se, de seguida, os vários estudos realizados no âmbito desse 
objectivo. 
Todos os resultados correspondem à média de pelo menos três experiências independentes, com um 
desvio padrão inferior a 10%. 
 
3.3.1 Optimização de metodologias 
De modo a estabelecer/optimizar os procedimentos experimentais a adoptar nos ensaios a realizar, 
estudou-se inicialmente o efeito de parâmetros influentes no rendimento do processo, nomeadamente a 
metodologia de inoculação (envolvendo a concentração do inóculo e as temperaturas de incubação, para 
obtenção do PI e para o processo de fermentação) e a metodologia de recolha da fase gasosa produzida 
nos reactores encapsulados. 
Para a realização destes estudos seleccionou-se, como substrato, o bagaço M, por se considerar que, 
entre todos, era o que apresentava as características com maior evidência de complexidade e, portanto, 
com maior probabilidade de exercer efeitos inibitórios sobre o processo biológico. Para tal, utilizou-se o 
bagaço M apenas moído, isto é, sem outro tipo de pré-tratamento, e uma concentração inicial de 
2,5gSVsusbtrato/LMeio de fermentação. Importa ainda acrescentar que em todos os ensaios o bagaço foi sempre 
adicionado ao meio de fermentação apenas no acto da inoculação. 
 
Com base em estudos realizados anteriormente para outros substratos, em que se observou que em 
média o tempo necessário para o sistema atingir o equilíbrio rondou as 8h (Mira, 2012), estabeleceu-se 
que esse seria o tempo total de incubação para todos os ensaios de produção de H2, para efeitos de 
comparação de resultados. 
 
a) Inoculação do meio de fermentação 
Com o objectivo de estudar a influência da concentração inicial do inóculo, sobre os rendimentos do 
processo, compararam-se os resultados obtidos para duas concentrações de bactérias inoculadas, 
correspondentes à adição directa de um volume do PI na proporção de 1 e 10% (v/v) do volume do meio 
de fermentação. 
Para estes ensaios a obtenção do PI e o processo decorreram numa incubadora com temperatura 
controlada a 30°C e agitação orbital (~200 rpm), em reactores encapsulados com tampa de butilo e 
selado com cápsulas de alumínio. 
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Com base na D.O. do pré-inóculo e na equação da recta apresentada em 3.1.2, calculou-se a 
concentração de bactérias inoculada para cada condição experimental. Quando se adicionou um volume 
de PI correspondente a 1 e 10% (v/v) do meio de fermentação, as concentrações foram de 0,02 e 0,16 
gbiomassa seca/Lsuspensão, respectivamente.  
A Tabela 3.2 apresenta os rendimentos de produção de H2 obtidos para cada um dos ensaios, com 
diferentes concentrações iniciais de biomassa. 
 
Tabela 3.2 – Rendimentos de produção de H2 (η) obtidos, tendo em conta as 
concentrações de biomassa inoculadas e o grau de pureza da fase gasosa produzida, em 
H2. Condições experimentais: T=30°C, agitação orbital (~200 rpm), Vfase líquida/Vmeio=1/6, 
[Bagaço M]i=2,5 gSVsubstrato/LMeio de fermentação 
[Biomassa] 
(gbiomassa seca/Lsuspensão) 
H2 produzido 
(mL) 
ηprodução de H2 
Razão 
volumétric
a 
H2/CO2 
(mLH2/g biomassa 
seca) 
(mLH2/ gSVSubstrato) 
0,02 2,98 7,1 51,7 1,8 
0,16 3,04 0,7 52,8 1,4 
 
Observando a Tabela 3.2 verifica-se que a variação da concentração inicial do inóculo não conduz a 
diferenças significativas nos resultados obtidos, se se considerar o volume de H2 produzido, rendimento 
do processo em termos de mLH2/gSVsubstrato e grau de pureza da fase gasosa em H2. Contudo, no que diz 
respeito ao rendimento de produção, tendo em conta os mLH2/gbiomassa seca, esse incremento foi bastante 
acentuado (cerca de 10 vezes) com a diminuição da concentração da biomassa inoculada de 0,16 para 
0,02 gbiomassa seca/Lsuspensão. 
 
Outra abordagem feita no âmbito deste estudo foi o efeito da temperatura de obtenção do PI e do 
processo de fermentação, cruzado com o tipo de agitação aplicado, sobre o desempenho das bactérias e, 
consequentemente sobre os rendimentos de produção de bioH2 e grau de pureza da fase gasosa. Com 
vista a observar se a diferente combinação de temperatura de incubação e tipo de agitação poderia 
influenciar o desempenho das bactérias, todos os conjuntos de ensaios foram realizados para as 
concentrações de bactérias inoculadas correspondentes a 1 e 10% (v/v), tal como anteriormente. 
A Tabela 3.3 apresenta os resultados obtidos, tendo em conta os parâmetros mais relevantes para 
seleccionar as melhores condições. Os valores considerados na tabela corresponderam à média de 
resultados obtidos em pelo menos três ensaios independentes, com um desvio padrão inferior a 10%. 
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Tabela 3.3 -Comparação da produção de bioH2 a partir de bagaço M (2,5 gSVsubstrato/LMeio de 
fermentação). Parâmetros operacionais em estudo: temperaturas de incubação para obtenção 
do PI e para o processo fermentativo (30 e 37ºC); agitação (orbital e magnética); 
cocentração do inóculo (1 e 10% (v/v) do PI). Restantes condições experimentais: Vfase 
líquida/Vreactor=1/6 
Condições do ensaio Resultados 
Pré inóculo Processo Biomassa inoculada 
η 
(mL H2/gSVsubstrato) 
Razão 
volumétrica 
(H2/CO2) 
Temperatura 
(ºC) 
Agitação 
Temperatura 
(ºC) 
Inoculação 
(% (v/v)) 
(gbiomassa 
seca/Lsuspensão) 
30 
Orbital 
30 
1 0,02 51,7 1,8 
10 0,16 52,8 1,3 
Magnética 
1 0,01 59,3 1,1 
10 0,10 57,7 1,4 
Orbital 
37 
1 0,01 47,6 1,4 
10 0,13 51,2 1,1 
Magnética 
1 0,02 55,2 1,3 
10 0,17 46,2 1,1 
37 
Orbital 
30 
1 0,01 63,6 2,0 
10 0,10 58,7 1,7 
Magnética 
1 0,01 59,2 2,2 
10 0,10 55,6 1,7 
Orbital 
37 
1 0,01 56,0 1,2 
10 0,12 45,8 1,1 
Magnética 
1 0,01 43,7 1,1 
10 0,12 51,0 1,2 
 
Com base nos resultados apresentados na tabela e por forma a facilitar a sua análise global, a Figura 
3.3 apresenta a relação entre os rendimentos de produção de H2 e a razão volumétrica H2/CO2 
registados, tendo em conta as diferenças das temperaturas de incubação e tipo de agitação aplicados.  
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Figura 3.3 – Influência das temperaturas de incubação e tipo de agitação, sobre a razão volumétrica 
H2/CO2 (a e b) e sobre o rendimento de produção de H2 (c e d), para as concentrações de bactérias 
inoculadas correspondentes a 1 % (a e c) e 10% (b e d) (v/v) do PI 
 
Analisando a Figura 3.3 verifica-se que os ensaio que conduziram aos valores mais elevados de pureza 
da fase gasosa (maior razão volumétrica H2/CO2) e rendimento de H2 produzido corresponderam às 
condições de temperatura de incubação para obtenção do PI e para os reactores de fermentação de 37 e 
30°C, respectivamente, e agitação magnética (~200 rpm).   
Assim, interligando os resultados acima registados pôde-se definir as seguintes condições físico-
químicas e operacionais, para as experiências a realizar posteriormente: 
- Temperatura de incubação do PI: 37°C 
- Tipo de agitação (obtenção PI e para o processo): magnética (~200 rpm) 
- Inoculação: volume de PI correspondente a 1% (v/v) do volume do meio de fermentação 
- Temperatura do processo: 30°C 
 
De notar que, embora neste estudo os melhores resultados tenham sido observados quando se utilizou 
agitação magnética, a obtenção e determinação da concentração inicial do inóculo foi efectuada com 
base nas figuras 3.1 e 3.2, respectivamente, ou seja, em condições de agitação orbital. A 
correspondência de resultados observada por outros autores (Neves, 2009), para ensaios de crescimento 
celular sob agitação orbital e magnética, levou a que, no presente trabalho, não tenha sido considerada 
relevante a influência deste parâmetro na obtenção do PI.  
 
b) Recolha da fase gasosa nos encapsulados 
Nesta fase do trabalho pretendeu-se comparar os resultados obtidos tendo em conta dois procedimentos 
de recolha de amostra da fase gasosa dos frascos encapsulados nomeadamente, sob pressão e após 
despressurização prévia do frasco. A razão pela qual se realizou este estudo teve por objectivo 
estabelecer qual a metodologia mais apropriada para a recolha dos gases. 
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Estes ensaios foram realizados utilizando como substrato o bagaço M, e os parâmetros relacionados 
com a metodologia de inoculação foram os seleccionados anteriormente, como óptimos para o processo. 
A concentração de substrato foi de 2,5gSVsubstrato/LMeio de fermentação Nas situações em que se procedeu à 
despressurização do reactor, antes da recolha da amostra da fase gasosa, esse foi vigorosamente agitado 
antes. 
Tabela 3.4 – Rendimentos de produção de H2 (η) obtidos, tendo as metodologias de 
recolha da fase gasosa. Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, 
T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio de 
fermentação, [Bagaço M]i=2,5gSVsubstrato/LMeio de fermentação  
Tipo de recolha 
Resultados 
H2 produzido  
(mL) 
ηprodução de H2 
(mL H2/g 
SVsusbtrato) 
Razão 
volumétric
a 
H2/CO2 
Reactor pressurizado 4,16 62,5 2,04 
Reactor despressurizado antes da recolha da amostra 4,18 62,8 1,96 
 
Com base na análise da Tabela 3.4, pode-se concluir que não existe grande diferença nos resultados 
obtidos por aplicação das diferentes metodologias de recolha do gás. Não obstante esse facto, optou-se 
por adoptar como metodologia a despressurização prévia dos reactores, pois sendo os reactores 
encapsulados um sistema fechado poderá ocorrer estratificação dos gases na sua HS, conduzindo a que 
a recolha da amostra não seja representativa da composição real da fase gasosa, em termos de 
percentagens presentes de H2 e CO2. 
3.3.2 Selecção do(s) substrato(s) mais eficiente(s)  
Após o estabelecimento das metodologias de inoculação e de recolha de amostra da fase gasosa 
produzida, pretendeu-se testar a viabilidade de aplicação deste processo microbiológico aos restantes 
substratos orgânicos referidos na secção 2.1.5, tendo em vista a avaliação de parâmetros como o 
volume de bioH2 produzido, o rendimento do processo e o grau de pureza do biogás obtido (H2 + CO2), 
considerando a hipótese de aplicação de posteriores passos de separação/concentração de H2. Com base 
na análise dos resultados obtidos serão seleccionados os resíduos mais eficientes como substrato. 
Assim, os ensaios foram realizados tendo em conta as condições de inoculação e os procedimentos e 
requisitos já estabelecidos (secção 3.3.1). Além disso, em conformidade com os ensaios anteriores, a 
concentração dos substratos foi sempre de 2,5gSVsubstrato/Lmeio de fermentação, com excepção para o efluente 
proveniente da Sofalca, dada o seu baixo teor em SV (Tabela 3.1). Para ambos os substratos líquidos, 
os reagentes do meio de fermentação foram adicionados/dissolvidos directamente ao efluente 
(substrato). Ainda de referir que, tal como nos estudos prévios, em todos os ensaios os substratos foram 
sempre adicionados ao meio de fermentação apenas no acto da inoculação, ou seja, ainda sem serem 
submetidos a pré-tratamento térmico. 
Da mesma forma que nos estudos de optimização das metodologias, e pelos motivos já expostos, 
estabeleceu-se que o tempo total de incubação para todos os ensaios de produção de H2 seria de 8h, 
sendo posteriormente realizada uma confirmação do tempo real necessário para atingir o equilíbrio do 
processo apenas para os substratos que se seleccionar como os mais eficientes. 
A Tabela 3.5 apresenta os resultados obtidos para todos os substratos estudados, incluindo o bagaço 
moído e sujeito a pré-tratamento de extracção do óleo residual (bagaço MS). Os valores apresentados 
corresponderam à média de resultados obtidos em pelo menos três ensaios independentes, com um 
desvio padrão inferior a 10%. 
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Tabela 3.5 – Valores de rendimento de produção de H2 (η) e de razão volumétrica H2/CO2, 
obtidos para a conversão biológica de diferentes substratos orgânicos pela estirpe da 
bactéria E. aerogenes. Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, 
T(processo)=30ºC, agitação magnética (~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de 
fermentação, [Substrato]i=2,5gSVSubstrato/Lmeio de fermentação (com excepção para o efluente 
proveniente das fábrica Sofalca: 1,21 gSVSubstrato/Lmeio de fermentação) 
Substrato 
Resultados 
H2 produzido  
(mL) 
η 
[mLH2/gSV Substrato] 
Razão volumétrica 
H2/CO2 
Bagaço M 3,94 59,2 2,2 
Bagaço MS 4,28 64,1 1,8 
Cortiça em pó 2,53 38,1 2,9 
Cortiça AT 0,00 0,0 0,0 
Cortiça DT 2,63 39,2 2,2 
Efluente da Milupa 3,79 30,3 1,4 
Efluente da Sofalca  0,00 0,0 0,0 
Biomassa microalgal 4,01 61,2 2,1 
 
Assim, observando a Tabela 3.5, verifica-se claramente que a estirpe da bactéria E. aerogenes utilizada 
neste trabalho, mostrou ser eficiente na conversão biológica de praticamente todos os resíduos agro-
industriais em H2, com excepção para a cortiça AT e para o efluente da Sofalca. Os resultados nulos 
observados para estes substratos evidenciam a presença de compostos tóxicos, sugerindo inibição total 
do processo. Entre todos os resíduos estudados, a cortiça em pó foi aquele que permitiu obter biogás 
com maior grau de pureza (H2/CO2=2.9). Contudo, neste caso, o rendimento de produção de bioH2 foi 
um dos mais baixos de entre os registados para os substratos que foram metabolizados.  
Os bagaços M e MS e a biomassa microalgal conduziram a resultados promissores, sobretudo em 
termos de rendimento do processo. De facto, os melhores rendimentos de produção de H2 foram 
observados para o bagaço MS, embora o valor da razão volumétrica H2/CO2 tenha sido ligeiramente 
inferior (1,8) aos observados quando se utilizou como substrato o bagaço M e a biomassa microalgal 
(2,2 e 2.1, respectivamente). A necessidade de aplicação de um processo de extracção por solventes, 
relacionado com a obtenção do bagaço MS, com custos e gastos energéticos associados, justificou a 
selecção do bagaço M para os estudos posteriores, apesar de um rendimento de processo cerca de 8% 
inferior. 
 
3.3.3 Determinação do tempo de equilíbrio do processo 
Com base nas apreciações levadas a efeito na secção 3.3.2, os substratos seleccionados para a 
confirmação do tempo necessário para o sistema atingir o equilíbrio foram o Bagaço M e a biomassa 
microalgal seca. A concentração inicial de substrato, como nos estudos anteriores, foi de 
2,5gSVSubstrato/LMeio de fermentação. As restantes condições operacionais a que se realizaram os ensaios são as 
descritas na secção 3.3.1. 
De modo a detectar de forma visível e rápida o tempo de equilíbrio do processo, isto é, o tempo ao fim 
do qual deixou de ocorrer produção de biogás (H2 + CO2), estes ensaios realizaram-se em reactores 
ligados a colunas de Mariotte (secção 2.1.7) contendo um líquido corado. No seguimento dos estudos 
anteriores, e porque nesta fase apenas se pretendeu certificar que o tempo de reacção utilizado, até então 
se encontrava dentro dos limites de tempo necessário para o processo ocorrer, em todas as experiências 
realizadas os resíduos foram adicionados ao meio de fermentação apenas no acto da inoculação. 
O comportamento observado nas colunas Mariotte foi semelhante para ambos os resíduos agro-
industriais, tendo-se atingido o equilíbrio do sistema após cerca de 7h. Outros autores observaram um 
comportamento semelhante, relativamente ao tempo de equilíbrio, embora com volumes de H2 produzido 
muito diferentes, dependendo do tipo de resíduo utilizado como substrato (Mira, 2012). Neste trabalho, 
essa similaridade foi também reconhecida nos rendimentos de produção de bioH2 obtidos (Tabela 3.6) o 
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que poderá estar associado a alguma semelhança de composição do substrato solubilizado no meio de 
fermentação. 
Tabela 3.6 - Valores de rendimento de produção de H2 (η), em reactores Mariotte 
utilizando, como substratos, bagaço M e biomassa microalgal. Condições experimentais: 
Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética (~200rpm), 
[Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [Substrato]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
Substrato 
ηprodução de H2 
(mLH2/g SVsusbtrato) 
Bagaço M 59,8 
Biomassa microalgal 60,1 
  
Com base nestas observações e no facto das células de E. aerogenes terem demonstrado, em outros 
trabalhos (Mira, 2012), que o tempo de equilíbrio do processo é, em geral, independente do tipo de 
resíduo utilizado como substrato, os ensaios posteriores realizaram-se sempre por um período de cerca 
de 7h. 
 
3.3.4 Efeito da aplicação dos pré-tratamentos  
Nesta fase do trabalho pretendeu-se avaliar o efeito da aplicação de pré-tratamentos sobre o rendimento 
do processo. 
Assim, além dos pré-tratamentos aplicados sobre o bagaço M (moagem e extracção de óleo) 
submeteram-se todos os resíduos a um pré-tratamento térmico sob pressão (T=121°C, P=2bar, t=20 
min), objectivando a solubilização de compostos no meio de fermentação. Para tal realizaram-se ensaios 
em que os resíduos (2,5 gSVSubstrato/LMeio de fermentação) foram adicionados ao meio de fermentação antes da 
sua esterilização em autoclave. A obtenção do PI e a inoculação decorreram com base nas condições 
operacionais óptimas referidas anteriormente (secção 3.3.1). 
A Tabela 3.7 apresenta os rendimentos de produção de H2 obtidos em ensaios em que os substratos 
foram ou não submetidos a tratamento prévio. Estes dados permitem comparar o comportamento da 
bactéria face ao tratamento térmico e, portanto, ao efeito que alguns compostos podem ter no 
metabolismo. Os valores apresentados correspondem à média de resultados obtidos em pelo menos três 
ensaios independentes, com um desvio padrão inferior a 10%. 
Como se pode observar , não figuram na Tabela 3.7 resultados relativos à utilização de alguns dos 
substratos em estudo, nomeadamente, da cortiça AT e dos efluentes líquidos da Sofalca e da Milupa. 
Isto deve-se ao facto de, na presença da cortiça AT, se ter observado ausência de produção de bioH2 
com e sem autoclavagem e, no caso dos efluentes líquidos a esterilização ser um passo obrigatório e, 
por isso, não considerado como pre-tratamento, dado que os reagentes do meio são adicionados 
directamente ao efluente.  
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Tabela 3.7 - Valores dos rendimentos de produção de H2 (η) e da razão volumétrica 
H2/CO2, obtidos para o estudo da aplicação de pré-tratamentos sobre os substratos. 
Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação 
magnética (~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [Substrato]i=2,5 
gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
Substrato 
Condição Resultados 
Autoclavagem 
H2 produzido 
(mL) 
ηprodução de H2 
(mLH2/g 
SVsusbtrato) 
Razão volumétrica 
H2/CO2 
Bagaço M 
Não 3,94 59,2 2,2 
Sim 4,04 60,7 2,1 
Bagaço MS 
Não 4,28 64,1 1,8 
Sim 3,72 55,8 1,6 
Cortiça em pó 
Não 2,53 38,1 2,9 
Sim 2,17 32,7 2,1 
Cortiça DT 
Não 2,63 39,2 2,2 
Sim 3,75 56,3 1,6 
Biomassa microalgal 
Não 4,01 61,2 2,1 
Sim 3,93 58,6 2,3 
 
Com base nos resultados apresentados na tabela e de forma a facilitar a sua análise, apresenta-se na 
Figura 3.4, a relação entre os rendimentos de produção de H2 e os diferentes substratos e processo de 
pré-tratamento.. 
 
Figura 3.4 - Influência da aplicação de pré-tratamento sobre os substratos no rendimento de 
produção de H2 (η) Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, 
agitação magnética (~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [Substrato]i= 2,5 
gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
 
Assim, verifica-se claramente que, com excepção para a cortiça DT, a aplicação de pré-tratamento 
térmico não conduziu a um aumento significativo do rendimento do processo para nenhum dos 
substratos estudados. Na realidade, para o caso do bagaço M o efeito da autoclavagem foi praticamente 
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nulo, enquanto para o bagaço MS, para a cortiça em pó e para a biomassa microalgal, o resultado da 
autoclavagem levou a uma diminuição do rendimento e H2 produzido. Este facto pode estar relacionado 
com a presença de produtos tóxicos resultantes de reacção entre os compostos que foram libertados 
para o meio, por solubilização por acção da temperatura e pressão, e os reagentes do próprio meio 
complexo de fermentação. No caso da cortiça DT, os resultados indicam que o efeito sinergético da 
temperatura e da pressão aplicadas resultaram num melhor desempenho por parte das bactérias 
fermentativas, eventualmente pela libertação para o meio de compostos mais facilmente metabolizáveis. 
Para estimar quais os compostos que podem ter contribuído para a produção de biogás (H2+CO2), 
durante o processo, as fases líquidas resultantes da fermentação de cada um dos substratos, foram 
analisadas por cromatografia líquida (HPLC). A Tabela 3.8 apresenta a composição das fases líquidas 
finais, para os ensaios que decorreram com e sem aplicação de pré-tratamento térmico dos substratos.  
Tabela 3.8 - Concentração dos compostos (gcomposto/LMeio de fermentação) em análise nas fases 
líquidas finais . Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37 ºC, agitação 
magnética(~200rpm), T(processo)=30 ºC agitação magnética(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 
gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [Substrato]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
Compostos 
Concentração 
g/L 
Bagaço M Bagaço MS Cortiça em pó Cortiça DT 
Biomassa 
microalgal 
Pré-tratamento térmico 
Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim 
Celobiose - - - - - - - - - - 
Glucose - - - - - - - - - - 
Xilose - - - - - - - - - - 
Arabinose - - - - - - - - - - 
Ácido Succínico 0,28 0,28 0,27 0,26 0,26 0,25 0,20 0,25 0,17 0,17 
Ácido Láctico - - - - - - - - 0,06 0,06 
Ácido Fórmico - - - - - - - - - - 
Ácido Acético 0,35 0,35 0,36 0,33 0,29 0,31 0,29 0,29 0,30 0,31 
Ácido Propiónico 0,43 0,43 0,45 0,43 0,42 0,46 0,53 0,42 0,52 0,53 
Ácido Isobutírico 0,10 0,10 0,12 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 
Ácido Butírico - - - - - - - - - - 
Glicerol - - - - - - - - - - 
Etanol 0,07 0,07 0,05 0,06 0,06 0,01 0,09 0,18 0,06 0,06 
 
Numa primeira análise constata-se que a aplicação de pré-tratamento térmico (T=121°C, P=2bar, t=20 
min.) não terá influência no desempenho da bactéria no processo, uma vez que não foram  observadas 
diferenças significativas nas concentrações finais de cada um dos compostos, no meio fermentado, pelo 
facto do meio ter sido autoclavado (Tabela 3.8). Excepção a esse comportamento foi observada para os 
ensaios realizados com a cortiça DT submetida a pré-tratamento térmico, para os quais se obteve um 
aumento significativo da concentração em etanol, relativamente ao registado para os ensaios em que a 
cortiça DT foi adicionada directamente ao meio de fermentação, no acto da inoculação. Tendo em conta 
que a produção de biogás (H2+CO2), pela bactéria E. aerogenes, é em geral acompanhada pela 
produção de etanol (embora em menor extensão), esse aumento poderá estar associado ao aumento 
significativo (cerca de 30%) do rendimento de produção de bioH2 (Tabela 3.7).  
Infelizmente, devido à ocorrência de problemas técnicos no aparelho de cromatografia líquida, não foi 
possível realizar a análise da concentração inicial dos compostos solubilizados no meio de fermentação, 
por adição directa dos resíduos agro-industriais (isto é, sem aplicação de pré-tratamento térmico). Esses 
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resultados poderiam ter sido importantes para compreensão da diferença de desempenho da bactéria no 
caso da cortiça DT, como substrato.  
Dessa forma, focalizando a análise de resultados apenas nos ensaios em que se aplicou pré-tratamento 
térmico, compararam-se os valores apresentados na Tabela 6.2 (antes do processo de fermentação) com 
os da Tabela 3.8 (após o processo de fermentação). Verifica-se claramente que ocorreu consumo total 
dos açúcares e do glicerol, presentes em solução, enquanto a concentração em AGV’s (nomeadamente, 
ácido butírico, succínico e acético) aumentou, em percentagens diferentes, consoante o substrato. O 
ácido propiónico, fazendo parte da composição do próprio meio de fermentação (Tabela 6.1), foi aquele 
para o qual se observou menor flutuação na concentração final. A produção de AGV’s em simultâneo 
com a produção de bioH2, num processo fermentativo, é considerada por vários autores (Guwy et al., 
2011; Lee et al., 2011) como responsável pelos baixos rendimentos do processo observados, sendo um 
tema interessante para desenvolvimento/optimização. 
 
3.3.5 Determinação da velocidade inicial da produção de bioH2 
No seguimento dos estudos realizados avaliou-se ainda a cinética do processo biológico através da 
determinação das velocidades de produção de bioH2, para os dois substratos seleccionados como os 
mais eficientes, nomeadamente o bagaço M e a biomassa microalgal seca. Para estes estudos não se 
considerou o bagaço MS com vista a anular os gastos da aplicação de um passo intermédio de pré-
tratamento por solventes e dada a similaridade de valores de rendimentos de produção de H2, quando 
comparados com os obtidos para o bagaço M. 
Assim, para cada um dos substratos orgânicos ensaiados, tendo em consideração o tempo necessário 
para atingir o equilíbrio e com o objectivo de não perturbar os sistemas biológicos ao longo do tempo, o 
estudo cinético envolveu a preparação de tantos reactores encapsulados quantas as amostras que se 
pretendia recolher. Para esse efeito, os reactores foram inoculados nas mesmas condições e em 
simultâneo, a fim de se fazer corresponder cada um deles a uma toma de amostra de fase gasosa e de 
fase líquida, com intervalos de tempo apropriados à obtenção de um perfil de produção de H2 e 
respectiva razão volumétrica H2/CO2. 
Para estes estudos, os substratos foram adicionados ao meio de fermentação, antes da sua esterilização, 
actuando esse passo como um pré-tratamento térmico. 
Os processos de inoculação e incubação dos reactores, para obtenção do PI e realização do processo 
fermentativo, decorreram com base nas condições físico-químicas e operacionais previamente 
estabelecidas e consideradas como óptimas (secção 3.3.1). 
Seguidamente apresentam-se os resultados obtidos, para cada um dos substratos estudados. Os valores 
apresentados corresponderam à média de resultados obtidos em pelo menos três ensaios independentes, 
com um desvio padrão inferior a 10%. 
 
a) Bagaço das sementes de Jatropha (Bagaço M) 
Tal como descrito, recolheram-se amostras da fase gasosa e da fase líquida, ao longo do tempo, de cada 
um dos reactores independentes, para se avaliar os teores em H2 e em CO2 (fase gasosa) e o conteúdo 
em AGV’s, açúcares e etanol (fase líquida). 
Na Figura 3.5 apresentam-se os resultados obtidos para cada reactor, representando a produção de H2 e 
a razão volumétrica ao longo de cerca de 7h de processo. 
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Figura 3.5 - Perfil de produção de H2 () e da razão volumétrica H2/CO2 (), ao longo do tempo 
utilizando como substrato bagaço M. Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, 
T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, 
[Bagaço M]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
 
Observando a Figura 3.5, verifica-se qua a maior taxa de produção de H2 ocorreu no intervalo entre as 
2 – 4 h de processo (1,5 mLH2/h), o que coincide com a fase exponencial da curva de crescimento da E. 
aerogenes (Figura 3.1) isto é, nas condições em que a viabilidade celular está no máximo, estando a via 
metabólica em pleno desenvolvimento. Ainda nesse período atingiu-se o valor máximo da razão 
volumétrica H2/CO2 (18,3) o que revela um bom cruzamento de dados.  
Nos períodos que precedem e sucedem ao período máximo, os valores da velocidade de produção de H2 
são significativamente menores (0,2 e 0,3 mLH2/h, respectivamente).  
Quanto aos valores do grau de pureza da fase gasosa em H2 (razão H2/CO2) ao longo do tempo, 
verificou-se que o valor mais elevado ocorreu cerca das 3 h após o início do processo, para um 
rendimento pontual de 36,4 mLH2/gSVSubstrato, apesar do maior volume de H2 se ter registado no final do 
processo, para uma razão H2/CO2 menor (1,7) e um rendimento de cerca de 63,6 mLH2/gSVsubstrato 
(Tabela 3.9). Assim, com base nos resultados obtidos, e de acordo com os objectivos pretendidos é 
possível decidir em que fase do processo deve ocorrer a recolha da fase gasosa para posterior 
separação/concentração, antes do seu aproveitamento para outros processos, como por exemplo, para 
hidrogenação.  
Confirmando o que ficou estabelecido, quando da determinação do tempo de equilíbrio do processo, 
constata-se por observaçãoda Tabela 3.9, que um tempo de processo de 7h é suficiente para ocorrer 
estabilização dos rendimentos de produção de bioH2. 
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Tabela 3.9 – Rendimentos de produção de H2 e da razão volumétrica H2/CO2, ao longo do 
tempo utilizando como substrato bagaço M. Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, 
T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. 
seca/LMeio  de fermentação, [Bagaço M]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação  
Tempo 
(h) 
Resultados 
H2 produzido  
(mL) 
ηprodução de H2 
(mLH2/g SVSusbtrato) 
Razão volumétrica 
H2/CO2 
0,0 0,00 0,0 0,0 
1,0 0,00 0,0 0,0 
2,3 0,67 10,0 0,0 
2,5 0,67 10,0 0,0 
3,0 2,33 34,8 9,3 
3,2 2,30 34,6 18,3 
4,0 3,09 46,4 3,4 
4,1 3,27 48,7 2,4 
6,0 3,86 57,4 2,1 
7,0 4,08 61,3 1,8 
7,3 4,23 63,6 1,7 
Com vista a uma melhor interpretação dos resultados, a Figura 3.6 apresenta os perfis de consumo e de 
produção dos compostos presentes na fase líquida inicial (Tabela 6.2 do Apêndice), ao longo dos 
ensaios. Observando a figura verifica-se, novamente, que os compostos que poderão ter estado mais 
envolvidos no desenvolvimento da via metabólica terão sido os açúcares e o glicerol. Os ácidos 
orgânicos com maior variação da concentração, ao longo do tempo, foram o ácido acético e o sucínico. 
O ácido propiónico demonstrou um comportamento muito semelhante ao revelado anteriormente (secção 
3.3.4). 
Apesar de se considerar que, principalmente os açúcares possam ter contribuído para a produção de 
bioH2, não se deve contudo descartar a hipótese da presença de outros compostos, não detectáveis pela 
cromatografia líquida realizada, que possam ter actuado como fonte de hidratos de carbono, 
influenciando o rendimento global do processo. 
 
Figura 3.6 - Perfis de produção de H2, ácido acético e ácido succínico e de consumo de açúcares e 
glicerol, utilizando como substrato bagaço M (2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação). Condições 
experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), 
[Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação  
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b) Biomassa microalgal (Nannochloropsis sp) 
Por último, avaliou-se a velocidade de produção de H2 usando, como substrato, o hidrolisado térmico da 
microalga Nannochloropsis, obtido por autoclavagem. 
Na Figura 3.7 apresentam-se os resultados obtidos para cada reactor, representando a produção de H2 e 
os valores da razão volumétrica ao longo das 7 h de processo. 
 
Figura 3.7 – Perfil de produção de H2 () e da razão volumétrica H2/CO2 (), ao longo do tempo 
utilizando como substrato, biomassa microalgal. Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, 
T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de 
fermentação, [biomassa microalgal]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
 
Observando a Figura 3.7, verifica-se qua a maior taxa de produção de H2 ocorreu no intervalo entra as 
2 – 4 h de processo (1,5mL H2/h), o que coincide com a fase exponencial da curva de crescimento da E. 
aerogenes (Figura 3.1). Analisando a Figura 3.7 verifica-se mais uma vez que a curva de produção de 
H2 acompanhou a curva de crescimento da bactéria.  
Nos períodos que precedem e sucedem o rendimento máximo de produção de H2, os valores da taxa de 
produção de H2 são menores (0,3 e 0,2 mLH2/h, respectivamente). 
Quanto aos valores da razão H2/CO2, ao longo do tempo, verificou-se que o valor mais elevado foi 
atingido durante a fase exponencial de produção de H2, tal como havia ocorrido com o bagaço M, 
apesar do maior volume de H2 se ter registado no final perto do equilíbrio, para um rendimento cerca de 
62,6 mLH2/gSVSubstrato (Tabela 3.10).  
Por observação da Tabela 3.10, constata-se ainda que o rendimento do processo, ao longo do tempo, 
mostrou tendência para estabilizar a partir das 6 horas, o que significa que o equilíbrio do processo foi 
atingido ao fim desse tempo. 
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Tabela 3.10 - Rendimentos de produção de H2 e da razão volumétrica H2/CO2, ao longo do 
tempo utilizando como substrato biomassa microalgal. Condições experimentais: Vfase 
líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), 
[Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [biomassa microalgal]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de 
fermentação 
Tempo  
(h) 
Resultados 
H2 produzido  
(mL) 
ηprodução de H2 
(mLH2/g SVSusbtrato) 
Razão volumétrica 
H2/CO2 
0,0 0,00 0,0 0,0 
1,1 0,00 0,0 0,0 
1,9 0,67 10,0 0,0 
2,2 0,67 10,0 0,0 
3,0 2,57 38,0 8,3 
3,3 2,76 41,0 6,5 
4,0 3,49 51,9 3,9 
5,0 3,81 56,2 2,2 
6,0 3,93 58,6 2,3 
7,0 4,21 62,6 2,2 
 
A Figura 3.8 representa os perfis de concentração dos compostos na fase líquida, ao longo do ensaio. 
Observando a figura, verifica-se de novo que ocorreu o consumo total dos açúcares e do glicerol 
presentes no hidrolisado térmico da microalga (Apêndice, Tabela 6.2), enquanto os ácidos orgânicos 
(acético e sucínico) aumentaram a sua concentração no meio, com maior evidência para o ácido acético. 
A taxa mais elevada de produção de H2 aconteceu entre as 1-3h de processo. Já entre as 1-2h de 
processo, foi a taxa de produção de AGV’s que se evidenciou.  
 
Figura 3.8 – Perfis de produção de H2, ácido acético e ácido sucínico e de consumo de açúcares e 
glicerol, utilizando como substrato biomassa microalgal (2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação). Condições 
experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética(~200rpm), 
[Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [biomassa microalgal]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
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Comparando os resultados obtidos para os dois substratos, verifica-se que, em termos dos parâmetros 
analisados, a bactéria teve um desempenho semelhante. A principal diferença a notar foi o valor 
máximo atingido para razão volumétrica H2/CO2, às 3h de processo, o qual foi substancialmente 
superior quando se utilizou o bagaço M (18,3) como substrato, em comparação com o observado para a 
biomassa microalgal (8,3), o que indica um maior ao grau de pureza, no primeiro caso e, portanto, 
maior facilidade num posterior passo de separação/concentração do H2, se fosse esse o objectivo. Os 
restantes valores registados para a razão H2/CO2 ao longo do processo foram similares. 
Comparando, ainda as figuras 3.6 e 3.8, pode-se considerar igualmente uma similaridade da 
composição dos meios resultantes da fermentação o que, em parte, pode justificar os resultados obtidos. 
 
3.3.6 Efeito da concentração inicial de substrato sobre os rendimentos do 
processo fermentativo 
Nesta fase, pretendeu-se estudar qual a influência da concentração inicial do substrato, sobre a 
produção volumétrica de H2 e sobre o rendimento do processo. Assim, optou-se por estudar esse efeito 
para cinco dos substratos testados,  nomeadamente, os bagaços M e MS, a cortiça em pó e DT e 
efluente proveniente da fábrica Milupa. Os substratos escolhidos corresponderam àqueles que 
conduziram aos melhores (bagaços M e MS) e aos piores (cortiça em pó, cortiça DT e efluente da 
fábrica Milupa) resultados, tendo por base os comportamentos observados quando se seleccionaram os 
substratos mais e menos eficientes para o processo (secção 3.3.2,Tabela 3.5).  
A aplicação de pré-tratamento térmico aos substratos decorreu de acordo com os rendimentos mais 
elevados registados na Figura 3.4 (secção 3.3.4), isto é, com autoclavagem do bagaço M e da cortiça 
DT, com o meio de fermentação e sem autoclavagem para o bagaço MS e para a cortiça em pó. No 
caso do efluente da Milupa, os reagentes do meio foram directamente adicionados e a solução resultante 
autoclavada, antes da inoculação, conforme referido na secção 3.3.2. 
As concentrações iniciais comparadas foram de 2,5 e 10 gSVsubstrato/LMeio de ferementação para todos os 
substratos, com excepção do efluente da fábrica Milupa, dado o seu conteúdo máximo de SV (7, 25 
gSVsubstrato/LMeio de ferementação, Tabela 3.1). Objectivando a possibilidade de obtenção de resultados mais 
promissores para o efluente da fábrica Milupa, realizaram-se também ensaios para uma concentração 
inferior desse resíduo (1 gSVsubstrato/LMeio de ferementação). As restantes condições operacionais para obtenção 
do PI e inoculação dos reactores, foram aplicadas de acordo com os parâmetros óptimos estabelecidos 
(secção 3.3.1).  
A Tabela 3.11 resume os resultados obtidos relativamente ao efeito da concentração inicial de substrato, 
associado à aplicação ou não de pré-tratamento. Os valores considerados na tabela corresponderam à 
média de resultados obtidos em pelo menos três ensaios independentes, com um desvio padrão inferior a 
10%. 
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Tabela 3.11 – Valores de rendimento de produção de H2 (η) e de razão volumétrica H2/CO2, 
registados para o estudo do efeito da concentração inicial de substrato. Condições 
experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação magnética 
(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação 
Substrato 
Condições experimentais Resultados 
[Substrato]i 
(gSVSubstrato/LMeio de 
fermentação) 
Autoclave 
H2 produzido  
(mL) 
ηprodução de H2 
(mLH2/g SVSusbtrato) 
Razão 
volumétric
a 
H2/CO2 
Bagaço M 
2,5 Com 
autoclave 
4,04 60,7 2,1 
10,0 5,21 19,6 1,9 
Bagaço MS 
2,5 Sem 
autoclave 
4,28 64,1 1,8 
10,0 6,59 24,8 1,4 
Cortiça em 
pó 
2,5 Sem 
autoclave 
2,53 38,1 2,9 
10,0 2,69 10,1 1,3 
Cortiça DT 
2,5 Com 
autoclave 
3,75 56,3 1,6 
10,0 3,02 11,4 2,5 
Efluente da 
Milupa 
1,0 
Com 
autoclave 
3,55 35,5 2,1 
2,5 3,79 30,3 1,4 
7,25 2,97 2,7 2,0 
 
Com base nos resultados apresentados na tabela e por forma a facilitar a sua análise global, a Figura 
3.9 apresenta a relação entre os dois parâmetros avaliados, verificando-se claramente uma diminuição 
significativa do rendimento do processo com o aumento da concentração inicial do substrato de 2,5 para 
10 gSVSubstrato/LMeio de ferementação. Este comportamento pode ser explicado com base no facto de, apesar do 
aumento da concentração inicial do substrato corresponder a 75%, apenas se ter verificado um aumento 
do volume de bioH2 produzido de 19, 35, 6 e 19%, respectivamente, para o bagaço M, bagaço MS, 
cortiça em pó e cortiça DT. 
No caso do efluente da fábrica Milupa, o aumento da concentração do substrato de 2,5 para 7,25 
gSVSubstrato/LMeio de ferementação conduziu a uma forte diminuição do rendimento de produção (cerca de 90%). 
Já em relação ao volume de H2 produzido, as diferenças não foram tão reveladoras (entre 2,97-3,79). 
Assim, optou-se por testar a utilização de uma concentração inferior de efluente, por diluição com água 
destilada – 1 gSVSubstrato/LMeio de ferementação, tendo-se observado uma ligeira diminuição do volume de H2 
produzido, mas um aumento razoável do rendimento de produção (cerca de 18%). 
A concentração inicial do substrato é um dos factores referidos na literatura como podendo ser limitante 
da obtenção de rendimento de produção de H2 elevados (Wang e Wan, 2009). Além disso, quando se 
utilizam resíduos orgânicos como substrato, essa influência é agravada, devido à complexidade da sua 
composição química, podendo exercer inibição muito forte se a concentração adicionada ao meio de 
fermentação for além do intervalo óptimo. Por esse motivo, a influência da concentração inicial do 
substrato é frequentemente alvo de investigação. 
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Figura 3.9 - Influência da concentração inicial do substrato sobre o rendimento de produção de H2 
(η). Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação 
magnética (~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação 
Além da análise da variação dos rendimentos de processo consoante o tipo de resíduos e a sua 
concentração inicial, avaliou-se também a diferença da composição da fase líquida antes (Apêndice, 
Tabela 6.2) e após o processo fermentativo (Tabela 3.12). A Tabela 3.12 apresenta os valores 
registados para cada substrato exceptuando o efluente da fábrica Milupa, dada a diferença de 
concentrações estudadas. Procedendo às comparações, verifica-se que ocorre desaparecimento dos 
açúcares presentes no meio, com simultânea produção de AGV’s. Por outro lado, o aumento da 
concentração do substrato adicionado não exerceu grande efeito sobre a concentração dos compostos no 
meio (Apêndice, Tabela 6.3), pois praticamente não se observou alteração dos seus valores. Esse facto 
sugere o estudo da aplicação de outros pré-tratamentos mais eficientes que o térmico, com vista a 
obtenção de maior rendimento em compostos solubilizados susceptíveis de serem metabolizáveis. 
Tabela 3.12 - Concentração dos compostos (gcomposto/LMeio de fermentação) em análise nas fases 
líquidas finais, obtidas para o estudo da influência da concentração inicial de substrato, 
para os bagaços em estudo. Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, 
[Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação, [Substrato]i= 2,5 e 10 gSVSubstrato/LMeio de fermentação 
Compostos 
Concentração 
g/L 
Bagaço M Bagaço MS Cortiça em pó Cortiça DT 
[Substrato]i 
gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
2,5 10 2,5 10 2,5 10 2,5 10 
Celobiose - - - - - - - - 
Glucose - - - - - - - - 
Xilose - - - - - - - - 
Arabinose - - - - - - - - 
Ácido Succínico 0,28 0,13 0,27 0,31 0,26 0,16 0,25 0,16 
Ácido Láctico - - - - - 0,03 - 0,03 
Ácido Fórmico - - - - - - - 0,05 
Ácido Acético 0,35 0,55 0,36 0,56 0,29 0,29 0,29 0,28 
Ácido Propiónico 0,43 0,50 0,44 0,46 0,42 0,56 0,42 0,57 
Ácido Isobutírico 0,10 0,08 0,12 0,15 0,08 0,08 0,07 0,06 
Ácido Butírico - - - - - - - - 
Glicerol - - - - - - - - 
Etanol 0,07 0,08 0,05 0,14 0,06 0,09 0,18 0,08 
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Finalmente, no que diz respeito ao efluente da fábrica da Milupa, a Tabela 3.13 apresenta a composição 
das fases líquidas finais resultantes do processo fermentativo, para cada concentração inicial de 
substrato testada. Comparando a concentração de cada um  dos compostos presentes nas fases líquidas 
finais (Tabela 3.13) com a a concentração dos mesmos compostos nos meios esterilizados, antes da 
inoculação (Apêndice, Tabela 6.4),  poder-se-á sugerir que o abaixamento abrupto dos rendimentos do 
processo com o aumento da concentração inicial do efluente poderá estar associado à presença de ácido 
láctico no efluente (Apêndice, Tabela 6.4), o qual pode exercer um forte efeito sobre o metabolismo da 
bactéria com alteração significativa da sua capacidade para produzir H2.  
 
Tabela 3.13 - Concentração dos compostos (gcomposto/LMeio de fermentação) em análise nas fases 
líquidas finais para o efluente da fábrica da Milupa, com diferentes concentrações, após 
autoclave (T=121°C, P=2bar, t=20 min.). Condições experimentais: Vfase líquida/Vreactor=1/6, 
T(PI)=37 ºC, agitação magnética(~200rpm), T(processo)=30 ºC agitação 
magnética(~200rpm), [Biomassa]i=0,01 gBiom. seca/LMeio  de fermentação  
Compostos analisados 
[Efluente]i 
gSVSubstrato /Lmeio de fermentação 
1 2,5 7,25 
Celobiose - - - 
Glucose - - - 
Xilose - - - 
Arabinose - - - 
Ácido Succínico 0,18 0,24 0,19 
Ácido Láctico 0,93 2,74 7,80 
Ácido Fórmico - - - 
Ácido Acético 0,44 0,68 1,40 
Ácido Propiónico 0,55 0,39 0,43 
Ácido Isobutírico 0,07 0,08 0,08 
Ácido Butírico - - - 
Glicerol - 0,06 0,18 
Etanol 0,30 0,69 1,68 
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4. Conclusões e sugestões para trabalho futuro 
 
O objectivo global deste trabalho foi avaliar a capacidade de uma estirpe da bactéria Enterobacter 
aerogenes para converter diferentes resíduos agro-industriais em bioH2, por um processo de 
fermentação anaeróbia.  
Os resíduos utilizados tiveram diferentes proveniências e todos eles têm em comum o facto de terem 
composição química complexa. Utilizou-se, nomeadamente, bagaço obtido da extracção mecânica de 
óleo de sementes de Jatropha curcas (bagaço M e MS), cortiça em diferentes estados e com diferentes 
proveniências (cortiça em pó, AT e DT), efluentes provenientes das fábricas Sofalca e Milupa e 
biomassa microalgal seca (microalgas da espécie Nannochloropsis sp.) 
De uma forma geral, a estirpe utilizada neste trabalho mostrou ser eficiente na conversão dos substratos 
estudados, submetidos ou não a pré-tratamento simples, como a moagem ou a hidrólise térmica 
resultante apenas da adição do substrato ao meio de fermentação antes da sua esterilização (T=121 C, 
P=2 bar, t=20 min.).  
A capacidade de fermentar um substrato complexo, sem que a presença de outros compostos inviabilize 
o processo, consiste numa grande vantagem do ponto de vista ambiental e económico dado que, não só 
possibilita a utilização de resíduos industriais como fonte de carbono, num processo biológico que 
ocorre em condições de temperaturas próximas da ambiente e à pressão atmosférica, diminuindo a sua 
carga orgânica, como conduz à produção de uma fonte energética limpa (H2).  
Este trabalho desenvolveu-se de forma sequenciada, iniciando-se pela caracterização biológica do 
microrganismo fermentativo e caracterização química de cada um dos resíduos a utilizar como 
substrato, seguida da optimização de parâmetros com efeito sobre o desempenho da bactéria e sobre a 
determinação do rendimento específico do processo e do grau de pureza da fase gasosa produzida 
(H2/CO2). Estes estudos incluíram as metodologias de inoculação do meio de fermentação e de recolha 
de fase gasosa para análise e a aplicação de pré-tratamentos aos substratos, assim como a concentração 
inicial destes.  
Com base nas condições óptimas definidas, seleccionaram-se os substratos que conduziram aos 
melhores resultados, para sobre eles fazer incidir estudos como a determinação do tempo de equilíbrio 
do sistema e a velocidade da produção de bioH2. 
Assim, a estirpe bacteriana utilizada neste trabalho revelou um desempenho similar, no que respeita ao 
tempo de equilíbrio do processo, tendo esse sido atingido após cerca de 7h de incubação dos reactores, 
na presença de todos os resíduos agro-industriais seleccionados. Essa determinação correspondeu à 
altura em que deixou de ocorrer produção de biogás (H2+CO2). A similaridade de resultados manteve-se 
quanto à determinação dos parâmetros relacionados com a cinética do sistema, tendo-se observado 
valores iguais de velocidade de produção de bioH2, para os substratos escolhidos (1,5 mLH2/h) (secção 
3.3.5). 
No que respeita ao efeito da aplicação de pré-tratamentos aos substratos, verificou-se que a extracção 
do óleo ainda presente no bagaço M (obtenção do bagaço MS) favoreceu a produção de bioH2 de 59,2 
para 64,1 mLH2/gSVSubstrato. Importa ainda acrescentar que esse valor foi observado para ensaios em 
que o bagaço MS foi directamente adicionado ao meio de fermentação, isto é, sem ser submetido ao 
passo de autoclavagem (Tabela 3.7). Esse facto sugere o balanceamento entre os gastos energéticos 
envolvidos em ambos os processos – autoclavagem e extracção por solventes – e os rendimentos obtidos 
para o bagaço M e o bagaço MS.  
Além disso, tendo em conta as respostas do sistema na presença dos hidrolisados dos substratos (isto é, 
submetidos a pré-tratamento térmico), verificou-se que embora o objectivo tivesse sido a solubilização 
de compostos metabolizáveis pelas bactérias, a verdade é que pode acontecer a libertação de substâncias 
tóxicas, que podem inibir a produção de H2, especialmente se a reacção térmica ocorrer em presença 
dos restantes reagentes do meio, pois existe a possibilidade de acontecer a Reacção de Maillard 
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(reacção entre proteínas e açúcares). A razão pela qual não se aplicou o tratamento térmico aos 
substratos em água, e sim no meio de fermentação está relacionada com o aproveitamento da energia 
gasta no passo de esterilização - ou seja, com o objectivo de diminuir os custos globais envolvidos no 
processo. 
O aumento da concentração inicial de substrato de 2,5 para 10 gSVSubstrato/LMeio fermentação, conduziu a um 
volume superior de bioH2 produzido, com maior relevância para o bagaço MS (35%). Contudo, em 
termos de rendimento específico o aumento da concentração inicial dos substratos mostrou ser 
contraproducente, tendo-se observado uma descida abrupta dos rendimentos do processo, em especial 
para a cortiça DT (cerca de 80%), o que tornou reveladora a presença de compostos inibidores do 
processo biológico, nesses substratos (Tabela 3.11).  
Em conclusão, e de acordo com todos os resultados observados ao longo do trabalho, pode considerar-
se que os resíduos agro-industriais que demostraram maior eficiência, como substratos, num processo 
fermentativo anaeróbio pela estirpe da bactéria Enterobacter aerogenes (ATCC 13048 Sputum), foram 
os bagaços (M e MS) e a biomassa microalgal, em diferentes condições experimentais (Tabela 4.1). 
Tabela 4.1 - Rendimentos de produção de H2 (η) a partir da conversão biológica de bagaço 
M e MS e biomassa microalgal, pela estirpe da bactéria E. aerogenes (ATTCC 13048 
Sputum). Condições experimentais: T(PI)=37ºC, T(processo)=30ºC, agitação 
magnética(~200rpm), VReactor/VFase líquida=6, [Bactérias]i=0,1 gBiom. seca/LMeio  de ferment,  
[Substrato]i=2,5 gSVSubstrato /Lmeio de fermentação.  
Substratos Condições 
ηprodução de H2 
(mLH2/gSVSubstrato
) 
(LH2/LMeio de fermentação) 
Bagaço M Com pré-tratamento térmico 61,6 2,2 
Bagaço MS 
Extracção do óleo do bagaço M, 
adição directa ao meio de 
fermentação (sem pré-tratamento 
térmico) 
64,1 2,4 
Biomassa microalgal Com e sem pré-tratamento térmico 60,5 2,3 
 
Observando a tabela, deve salientar-se o facto dos resultados obtidos serem considerados promissores, 
tendo em conta que o trabalho apresentado é inovador quanto à utilização de substratos tão complexos, 
num sistema biológico, como o bagaço de Jatropha curcas. 
Facto é que, de todos os resíduos estudados neste trabalho apenas para a utilização das microalgas, 
como substrato, foi possível comparar os resultados de produção de bioH2, ainda assim, fazendo 
referência a estudos realizados com diferentes estirpes bacterianas e outras espécies de microalgas. Uma 
das microalgas referenciadas é a Scenedesmus obliquus com valores de rendimento de processo de 45,5 
mLH2/gSVSubstrato (Yang et al., 2010), inferiores aos apresentados na Tabela 4.1.  
Apesar de na literatura não se terem encontrado resultados obtidos com a estirpe bacteriana utilizada 
neste trabalho, como microrganismo fermentativo, existem estudos realizados com a estirpe Clostridium 
butyricum cujos rendimentos obtidos para o bagaço da cana-de-açúcar é de 0,40 LH2/LMeio de fermentação 
(Pattra et al., 2008), valor bastante inferior (cerca de 82%) aos registados para os bagaços de Jatropha 
curcas (bagaço M e MS) (Tabela 4.1). 
 
O processo desenvolvido neste trabalho mostrou ser eficiente quanto aos objectivos propostos, 
conduzindo a resultados promissores, com vista à valorização de resíduos a par de contribuir para a 
produção de hidrogénio com recurso a fontes renováveis. Os resultados obtidos tornam viável a futura 
aplicação do processo estudado a sistemas reais, sendo interessante a realização de estudos posteriores, 
para os quais se apontam as seguintes propostas: 
- Avaliação económica com vista ao aumento de escala e aplicação a nível industrial do processo 
de produção de bioH2 por dark fermentation; 
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- Produção de bioH2 por dark fermentation com recurso a outras espécies de bactérias, 
nomeadamente bactérias específicas na metabolização de materiais lenhocelulósicos, e também 
por espécies geneticamente modificadas, em regime de culturas puras ou através de um regime 
de cultura mista; 
- Integração ou utilização da fase gasosa produzida em processos industriais de hidrogenação e/ou 
queima da fase gasosa para a produção de energia; 
- Aplicação de outros processos de pré-tratamentos sobre os substratos, nomeadamente hidrólise 
básica ou ácida; 
- Avaliação da possível aplicação deste processo em regime contínuo; 
- A avaliação da utilização de outros resíduos agro-industriais como substratos para a produção de 
bioH2. 
 
 
Valorização de resíduos agro-industriais para a produção biológica de hidrogénio 
Rafaela Lourenço      46 
Valorização de resíduos agro-industriais para a produção biológica de hidrogénio 
Rafaela Lourenço      47 
5. Referências 
Association, A. P. H., Association, A. W. W., e Federation, W. E. (1999). “Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater.” (1). 
BP. (2012). BP Statistical Review of World Energy. 
Bélafi-Bako, K., Búcsú, D., Pientka, Z., Bálint, B., Herbel, Z., Kovács, K. L., e Wessling, M. (2006). 
“Integration of biohydrogen fermentation and gas separation processes to recover and enrich 
hydrogen.” International Journal of Hydrogen Energy, 31(11), 1490-1495. 
Correia, R. M. de S. C. (2009). “Produção de biohidrogénio por fermentação anaeróbia, a partir de 
resíduos fermentescíveis.” (Tese para a obtenção do grau de Mestre em Energia e Ambiente, UL-
FC, Lisboa). 
Das, D., e Veziroglu, T. N. (2001). “Hydrogen production by biological processes : a survey of 
literature.” 26, 13-28. 
Das, D., e Veziroglu, T. N. (2008). “Advances in biological hydrogen production processes.” 
International Journal of Hydrogen Energy, Elsevier Ltd, 33(21), 6046-6057. 
Directiva Europeia 2009/28/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, 23/04/2009 
Drapcho, C. M., Nhuan, N. P., e Walker, T. H. (2008). Biofuels Engineering Process Technology. 
Guwy, A. J., Dinsdale, R. M., Kim, J. R., Massanet-Nicolau, J., e Premier, G. (2011). “Fermentative 
biohydrogen production systems integration.” Bioresource technology, Elsevier Ltd, 102(18), 
8534-42. 
Hallenbeck, P. C. (2009). “Fermentative hydrogen production: Principles, progress, and prognosis.” 
International Journal of Hydrogen Energy, International Association for Hydrogen Energy, 
34(17), 7379-7389. 
Ito, T., Nakashimada, Y., Senba, K., Matsui, T., e Nishio, N. (2005). “Hydrogen and ethanol 
production from glycerol-containing wastes discharged after biodiesel manufacturing process.” 
Journal of bioscience and bioengineering, 100(3), 260-5. 
Kapdan, I. K., e Kargi, F. (2006). “Bio-hydrogen production from waste materials.” Enzyme and 
Microbial Technology, 38(5), 569-582. 
Lalaurette, E., Thammannagowda, S., Mohagheghi, A., Maness, P.-C., e Logan, B. E. (2009). 
“Hydrogen production from cellulose in a two-stage process combining fermentation and 
electrohydrogenesis.” International Journal of Hydrogen Energy, Elsevier Ltd, 34(15), 6201-
6210. 
Lee, D.-J., Show, K.-Y., e Su, A. (2011). “Dark fermentation on biohydrogen production: Pure 
culture.” Bioresource technology, 102(18), 8393-402. 
Lo, Y.-C., Chen, W.-M., Hung, C.-H., Chen, S.-D., e Chang, J.-S. (2008). “Dark H2 fermentation from 
sucrose and xylose using H2-producing indigenous bacteria: feasibility and kinetic studies.” Water 
research, 42(4-5), 827-42. 
Marques, P. A. S. S., Bartolomeu, M. L., Tomé, M. M., e Neves, L. M. (2009). “Bio-Hydrogen 
production from glycerol by a strain of Entrobacter aerogenes.” (Artigo publicado no livro de 
procedings do Congresso HYPOTHESIS VIII (comunicação oral)), 1-5. 
Valorização de resíduos agro-industriais para a produção biológica de hidrogénio 
Rafaela Lourenço      48 
Marques, S., Alves, L., Roseiro, J. C., e Gírio, F. M. (2008). “Conversion of recycled paper sludge to 
ethanol by SHF and SSF using Pichia stipitis.” Biomass and Bioenergy, 32(5), 400-406. 
Mira, M. M. V. P. (2012). “Produção de biohidrogénio a partir de diferentes fontes de carbono, por 
fermentação anaeróbia.” (Dissertação para a obtenção do Grau de Mestre em Energia e 
Bioenergia). 
Nath, K., e Das, D. (2004). “Improvement of fermentative hydrogen production: various approaches.” 
Applied microbiology and biotechnology, 65(5), 520-9. 
Neves, L. M. V. das. (2009). “Produção de biohidrogénio por bactérias a partir de resíduos 
fermentescíveis.” (Dissertação para a obtenção do Grau de Mestre em Engenharia Química e 
Bioquímica). 
Norma ISO 659:1998 (Oilseeds-Determination of oil contente (Reference method)) 
Ntaikou, I., Antonopoulou, G., e Lyberatos, G. (2010). “Biohydrogen Production from Biomass and 
Wastes via Dark Fermentation: A Review.” Waste and Biomass Valorization, 1(1), 21-39. 
Pattra, S., Sangyoka, S., Boonmee, M., e Reungsang, A. (2008). “Bio-hydrogen production from the 
fermentation of sugarcane bagasse hydrolysate by Clostridium butyricum.” International Journal 
of Hydrogen Energy, 33(19), 5256-5265. 
Singh, S., Sudhakaran, A. K., Sarma, P. M., Subudhi, S., Mandal, A. K., Gandham, G., e Lal, B. 
(2010). “Dark fermentative biohydrogen production by mesophilic bacterial consortia isolated 
from riverbed sediments.” International Journal of Hydrogen Energy, Elsevier Ltd, 35(19), 
10645-10652. 
Sinha, P., e Pandey, A. (2011). “An evaluative report and challenges for fermentative biohydrogen 
production.” International Journal of Hydrogen Energy, Elsevier Ltd, 36(13), 7460-7478. 
Tanisho, S. (1999). “Hydrogen Production by Facultative Anaerobe Enterobacter aerogenes.” 
BioHydrogen, 6, 273-279. 
Wang, J., e Wan, W. (2009). “Factors influencing fermentative hydrogen production: A review.” 
International Journal of Hydrogen Energy, International Association for Hydrogen Energy, 
34(2), 799-811. 
Won, S. G., e Lau, A. K. (2011). “Effects of key operational parameters on biohydrogen production via 
anaerobic fermentation in a sequencing batch reactor.” Bioresource technology, Elsevier Ltd, 
102(13), 6876-83. 
Yang, Z., Guo, R., Xu, X., Fan, X., e Li, X. (2010). “Enhanced hydrogen production from lipid-
extracted microalgal biomass residues through pretreatment.” International Journal of Hydrogen 
Energy, Elsevier Ltd, 35(18), 9618-9623. 
Zhang, C., Lv, F.-X., e Xing, X. (2011). “Bioengineering of the Enterobacter aerogenes strain for 
biohydrogen production.” Bioresource technology, Elsevier Ltd, 102(18), 8344-9. 
 
 
Valorização de resíduos agro-industriais para a produção biológica de hidrogénio 
Rafaela Lourenço      49 
6. Apêndice 
Para interpretação dos resultados obtidos, procedeu-se à determinação dos teores em AGV’s, açúcares, 
glicerol e etanol, por HPLC, no meio de fermentação autoclavado, na ausência (tabela 6.1) e presença 
dos diferentes substratos a estudar, consoante a sua concentração inicial, nomeadamente 2,5 (Tabela 
6.2) e 10 gSVSubstrato/LMeio de fermentação (Tabela 6.3).  
No que respeita ao efluente da Milupa, apresenta-se uma tabela individual (Tabela 6.4), devido à 
diferença de concentrações iniciais testadas (1, 2,5 e 7,25 gSVSubstrato/LMeio de fermentação), pelas razões 
expostas (secção 3.3.6).  
De seguida apresentam-se os resultados registados para cada uma das situações referidas. 
Tabela 6.1 – Composição do meio de fermentação, após esterilização (T=121°C, P=2bar, 
t=20 min.) 
Compostos 
Concentração 
g/L 
Celobiose - 
Glucose - 
Xilose - 
Arabinose - 
Ácido Succínico 0,05 
Ácido Láctico 0,11 
Ácido Fórmico - 
Ácido Acético 0,03 
Ácido Propiónico 0,45 
Ácido Isobutírico - 
Ácido Butírico - 
Glicerol 0,04 
Etanol - 
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Tabela 6.2 - Composição dos hidrolisados obtidos por esterilização (T=121°C, P=2bar, t=20 min.) do 
meio de fermentação contendo os diferentes substratos (pré-tratamento térmico) [Substrato]i= 2,5 
gSVSubstrato/LMeio de fermentação, antes do processo de inoculação 
Compostos  
Concentração 
g/L 
Bagaço 
M 
Bagaço 
MS 
Cortiça em 
pó 
Cortiça 
AT 
Cortiça 
DT 
Efluente 
Milupa 
Efluente 
Sofalca 
Biomassa 
microalgal 
Celobiose 0,13 0,10 0,07 0,05 0,06 0,00 0,07 0,13 
Glucose 0,19 - 0,06 0,05 0,05 0,16 0,33 0,07 
Xilose 0,20 - 0,06 0,05 0,06 0,29 - - 
Arabinose - - 0,05 0,04 0,06 0,12 0,07 - 
Ácido Succínico 0,10 0,10 0,08 0,07 0,08 0,11 0,05 0,06 
Ácido Láctico - 0,02 - - - 8,18 - 0,03 
Ácido Fórmico - - - - - - - - 
Ácido Acético 0,06 0,04 0,09 0,09 0,07 1,10 0,38 0,08 
Ácido Propiónico 0,53 0,54 0,54 0,43 0,55 0,50 0,60 0,52 
Ácido Isobutírico - 0,03 - - - 0,11 0,04 - 
Ácido Butírico - - - - - - - - 
Glicerol 0,05 0,05 0,03 0,03 0,04 0,25 0,05 0,05 
Etanol - - - - - 1,39 - - 
 
 
Tabela 6.3 - Composição dos hidrolisados obtidos por esterilização (T=121°C, P=2bar, t=20 
min.) do meio de fermentação contendo os diferentes substratos (pré-tratamento térmico). 
[Substrato]i= 10 gSVSubstrato/LMeio de fermentação, antes do processo de inoculação 
Compostos analisados 
Concentração 
g/L 
Bagaço M Bagaço MS Cortiça em pó Cortiça DT 
Celobiose 0,10 0,03 0,08 0,09 
Glucose 0,03 - 0,06 0,05 
Xilose 0,03 - 0,07 0,07 
Arabinose - - 0,05 0,05 
Ácido Succínico 0,11 0,10 0,10 0,10 
Ácido Láctico - 0,03 - - 
Ácido Fórmico - - - - 
Ácido Acético 0,16 0,13 0,11 0,13 
Ácido Propiónico 0,56 0,55 0,58 - 
Ácido Isobutírico - 0,04 - - 
Ácido Butírico - - - - 
Glicerol 0,10 0,08 0,04 0,05 
Etanol - - - - 
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Tabela 6.4 - Composição dos hidrolisados obtidos por esterilização (T=121°C, P=2bar, t=20 min.) do 
efluente líquido proveniente da fábrica Milupa contendo os reagentes do meio de fermentação, após 
esterilização. [Substrato]i= 1, 2,5 e 7,25 gSVSubstrato/L, antes do processo de inoculação 
Compostos analisados 
Concentração 
g/L 
[Efluente da fábrica Milupa] 
(gSVSubstrato /L) 
1 2,5 7,25 
Celobiose - - - 
Glucose 0,02 0,06 0,16 
Xilose 0,03 0,10 0,29 
Arabinose 0,01 0,04 0,12 
Ácido Succínico 0,10 0,14 0,11 
Ácido Láctico 0,97 2,88 8,18 
Ácido Fórmico - - - 
Ácido Acético 0,35 0,71 1,10 
Ácido Propiónico 0,57 0,45 0,50 
Ácido Isobutírico 0,09 0,10 0,11 
Ácido Butírico - - - 
Glicerol - 0,09 0,25 
Etanol 0,25 0,58 1,39 
 
